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1 Kirjallisuuskatsaus    
  
1.1 Syanobakteerit  
  
Syanobakteerit ovat morfologialtaan laaja ryhmä fotoautotrofisia eli auringon valon 
avulla yhteyttämiseen kykeneviä prokaryootteja. Syanobakteerit muuttivat 
maapallomme ilmakehän yhteyttämällä ilmakehän hiilidioksidista vettä ja happea 
(Kaplan-Levy ym. 2010). Syanobakteerien pitkää historiaa maapallolla tukevat 
tutkimukset, joiden mukaan kasvien kloroplastit ovat kehittyneet syanobakteereista 
(Sigee 2005, Muro-Pastor & Hess 2012).   
Syanobakteerit kestävät hyvin kuivuutta ja valon lyhyitä aallon pituuksia 
eli uv-säteilyä. Vanhimmat löydetyt syanobakteerien fossiilit ovat peräisin jopa 3500 
miljoonaa vuotta vanhoista kivistä (Whitton & Potts 2000). Syanobakteerien 
vaatimattomat kasvuvaatimukset, solujen hiilidioksidin ja typensidontakyky, sekä 
fotosynteesikeskuksen pigmentit, jotka pystyvät käyttämään hyväkseen monia valon 
aallonpituuksia, selittävät paljon syanobakteerien laajaa levinneisyyttä eri ympäristöihin 
(Stal ym. 2003). Syanobakteereja tavataan vesiympäristön lisäksi myös mm. jäätiköillä, 
aavikoilla ja kuumissa lähteissä. Syanobakteerit voivat elää myös symbioottisessa 
suhteessa mm. kasvien ja sienten kanssa (Whitton & Potts 2000). Tyypillisimmin 
syanobakteereja tavataan yksisoluisina, ryhmittäisinä tai rihmallisina kasvustoina 
järvissä ja merissä (Kuva 1) (van den Hoek ym. 1995, Kaplan-Levy 2010 ym.).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Kuva 1. Syanobakteerien erilaisia morfologioita. Ylhäällä vasemmalta rihmalliset 
syanobakteerisuvut Nostoc ja Anabaena. Alhaalla vasemmalta yksisoluinen 
Synechochystis, rihmallinen Oscillatoria ja yksisoluinen Microcystis (Lawton ym. 
1999).  
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Fotosynteesi tapahtuu syanobakteerien tylakoidikalvostossa 
fotosysteemeissä I ja II klorofylli a:n toimiessa pigmenttinä fotosysteemin 
reaktiokeskuksessa (Castenholz 2001). Syanobakteereilla myös β-karoteeni ja 
fykobiliinit toimivat fotosynteettisinä pigmentteinä (Sigee 2005). Useat syanobakteerit 
pystyvät sitomaan myös ilmakehän typpeä (N2) typensidontaan erikoistuneissa soluissa, 
heterosyyteissä (Muro-Pastor & Hess 2012). Syanobakteerien rooli maapallon hiilen ja 
typenkierrossa onkin merkittävä (Gerdtzen ym. 2009).  
Syanobakteerit voidaan jakaa viiteen alaryhmään lähinnä morfologisin 
perustein: yksisoluiset (kaksi ryhmää), rihmalliset heterosyyttejä muodostamattomat, 
rihmalliset haaroittumattomat heterosyyttejä muodostavat ja rihmalliset haaroittuvat 
heterosyyttejä muodostavat syanobakteerit (Mur ym. 1999, Castenholz 2001).  
Osa syanobakteereista tuottaa primaari- tai sekundaarisina 
metaboliattuotteinaan hermo-ja maksamyrkkyjä eli syanotoksiineja. Syanotoksiinit 
voidaan luokitella kolmeen ryhmään niiden kemiallisten rakenteiden perusteella: 
sykliset peptidit, alkaloidit ja lipopolysakkaridit (Sivonen & Jones 1999).  
Syanobakteerien ulkonäköön ja ryhmittymiseen perustuvalla 
morfologisella luokittelulla ei voida erottaa toksiinien tuottajia, kuten maksatoksiinien 
tuottajia, niitä tuottamattomista lajeista. Sen sijaan toksiinintuottajat voidaan osoittaa 
PCR:llä toksiinigeenin esim. mikrokystiinin syntetaasigeenin, mcyE, olemassaololla 
(Rantala ym. 2006, Rantala ym. 2007). Syanobakteereja voi olla myös tarpeen luokitella 
niiden fysiologisten ominaisuuksien mukaan, kuten typensidontakyvyn tai kukintaja 
muodostavien lajien mukaan (Mur ym. 1999).   
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1.2 Kukinnat   
 
Syanobakteerit aiheuttavat hyvien kasvuolosuhteiden vallitessa vesistöissä tiheitä 
kasvustoja, joita tavataan kesäkausina yleisesti Itämerellä ja Suomen järvissä (Sivonen 
& Jones 1999). Suomenlahdella, joka on matala ja rehevöitynyt Itämeren allas, 
syanobakteerikukintojen esiintyvyys on yleistynyt ja niiden esiintymisalueet ovat 
laajentuneet viimeisen viidenkymmenen vuoden aikana (Halinen 2008).  Erityisesti 
Suomenlahdella rihmallisten syanobakteerisukujen Nodularia, Anabaena ja 
Aphanizomenon muodostamat massaesiintymät eli kukinnat ovat jokakesäisiä 
(Suikkanen ym. 2010). Rehevissä järvissä Anabaena, Aphanizomenon, Microcystis ja 
Synechococcus sukujen syanobakteerit ovat pääasiallisia kukintojen aiheuttajia. Suomen 
järvissä Anabaena- suvun syanobakteerit muodostavat n. 60 % järvikukintojen massasta 
(Lepistö 1999, Sivonen & Jones 1999).  
Syanobakteerikukinnat ovat usein myrkyllisiä ja aiheuttavat terveysriskin 
lisäksi esteettisen haitan (Stal ym. 2003). Maksa- ja hermomyrkkyjä tuottavista 
syanobakteereista Anabaena-,  Planktothrix-, ja Microcystis-suvun syanobakteereja 
esiintyy järvissä ja Nodularia-suvun syanobakteereja esiintyy erityisesti murtovesissä, 
kuten Itämeressä, ja merivesissä (Sivonen & Jones 1999, Oliver & Ganf 2000).  
Kesän aikana veden pintakerros lämpenee ja lämpökerrostumisen takia 
veden liike eri kerroksien välillä vähenee. Veden liikkeen vähenemisen takia 
massakukinnat saavat kehittyä rauhassa ja mikrobien välinen kilpailu on vähäistä (Stal 
ym. 2003, Suikkanen ym. 2010). Syanobakteerit pääsevät nousemaan veden pintaosiin 
lähemmäksi valoa kaasuvakuoliensa ansiosta. Runsasravinteisissa vesissä vesi on 
sameaa kesäkausina kasviplanktonin suuren biomassan vuoksi ja valon suodattuminen 
veden alempiin kerroksiin on vähäistä. Syanobakteerit menestyvät kuitenkin muita 
levälajeja paremmin sameissa vesissä, koska ne pystyvät käyttämään valon eri 
aallonpituuksia hyväkseen (Mur ym. 1999). Syanobakteerien kasvukykyä selittää myös 
rihmallisten syanobakteerien kyky sitoa ilmakehän typpeä (Mur ym. 1999, Muro-Pastor 
& Hess 2012). Kun fosforia on typpeä enemmän, rihmalliset syanobakteerit saavat 
kilpailuedun kasviplanktoniin verrattuna ja syanobakteerikukinnat ovat mahdollisia. 
Syanobakteereilla on kasviplanktonin ohella suuri merkitys ravintoketjun alkutuottajina 
(Stal ym. 2003). 
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1.3 Anabaena-suvun syanobakteerit  
 
Anabaena-suvun syanobakteerit kuuluvat Nostocales-lahkoon muiden rihmallisten 
heterosyyttejä muodostavien syanobakteerilajien kanssa. Anabaena-suvun 
syanobakteerit kasvavat tyypillisesti helminauhamaisena rihmana.  Anabaena-suvun 
syanobakteerien rihman kasvulliset solut pystyvät erilaistumaan typpeä sitoviksi 
heterosyyteiksi ja kestosoluiksi, akineeteiksi (Kaplan-Levy ym. 2010). Anabaena-suvun 
syanobakteerit ovat osasyynä kesäisin Itämeressä ja järvivesissä esiintyviin 
syanobakteerien muodostamiin massaesiintymiin. Maailmanlaajuisesti Anabaena-suvun 
syanobakteerit muodostavat merkittävän osan vesistöjen planktonista niin järvissä kuin 
murtovesialueilla (Sigee 2005, Suikkanen  ym. 2010). Planktisilla Anabaena-
syanobakteerisoluilla kaasuvakuolit ovat yleisiä (Kuva 2), vaikka planktisten lajien 
solut pystyvät elämään myös benttisesti vesistöjen pohjalla ainakin osan elinkierrostaan 
(Rippka ym. 2001). Anabaena-suvun syanobakteerit tuottavat bioaktiivisia yhdisteitä ja 
jotkin kannat myös maksa- ja hermotoksiineja (Sivonen & Jones 1999, Repka ym. 
2004). 
 
 
  Kuva 2. Anabaena 1TU33s10 –syanobakteerikannan rihmaa. Eksponentiaalisen 
kasvunvaiheen jälkeen Anabaena 1TU33s10 –kannan rihmassa havaitaan 
runsaasti kaasuvakuoleja.  
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1.4 Anabaena-syanobakteerien elinkierto 
1.4.1 Heterosyyttien erilaistuminen 
 
Kun typenpuute alkaa rajoittaa solujen kasvua, alkaa solurihmaan muodostua 
heterosyyttejä. Vegetatiivisen solun erilaistuessa heterosyytiksi yhteyttäminen 
hiilidioksidista hapeksi loppuu. Yhteyttäminen ja typensidonta tapahtuvat Anabaena-
suvun syanobakteereilla eri soluissa, koska yhteyttämisessä tuotettu happi estäisi 
muuten typensidontaan tarvitun nitrogenaasi-entsyymin toiminnan (Kumar ym. 2010). 
Heterosyytit ovatkin vegetatiivisten solujen hiiliyhdisteistä riippuvaisia. Heterosyyttien 
sitoma typpi muutetaan mm. glutamiiniksi, joka kuljetetaan heterosyytistä ulos 
vegatatiivisten solujen tarpeisiin (Gerdtzen ym. 2009). 
Heterosyyttien erilaistumis- ja säätelyprosessi tunnetaan suurelta osalta, 
vaikkakaan ei kokonaan. Kun kasvualustan ammonium- ja nitraattityppi loppuvat, ntcA 
-geeni aktivoituu, ntcA-geenin transkriptio johtaa heterosyyttien erilaistumiseen 
tarvittavan hetR -geenin transkriptioon. HetR-proteiini sitoutuu heterosyyttien 
erilaistumiseen tarvittavien geenien (hetR, hetP, hepA, hetZ, patS) promoottorialuille. 
Vielä ei tiedetä miten HetR-proteiinin sitoutuminen promoottorialueille säätelee näiden 
geenien transkriptiota (Muro-Pastor & Hess 2012). Heterosyyttien erilaistumiseen ja 
erilaistumiseprosessin säätelyyn tiedetään liittyvän n. 1500 eri geeniä (Haselkorn 2008). 
Rihmallisista syanobakteerisoluista on ollut apua muiden prokaryoottien solujen 
erilaistumis- ja säätelymekanismien ymmärtämisessä (Gerdtzen ym. 2009).  
Laboratorio-oloissa on osoitettu, että heterosyyttien erilaistuneita 
solumuotoja ilmestyy rihmaan 8-9 tunnin kuluttua ammoniumtypen ja nitraattitypen 
loputtua ja 24 tunnin kuluessa heterosyytit ovat valmiita ilmakehän typensidontaan 
(Muro-Pastor & Hess 2012). Heterosyyttien paikka rihmassa on tarkoin säädelty. 
Heterosyyttien paikka rihmassa perustuu vegetatiivisten solujen typentarpeeseen ja 
heterosyytin tuottamaan typpigradienttiin, joka laskee heterosyytistä kauemmas olevissa 
soluissa. Uusi heterosyytti voi erilaistua muutaman tai kymmenen solun päähän 
heterosyytistä typpigradientista riippuen (Buikema & Haselkorn 2001, Muro-Pastor & 
Hess 2012).  
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1.4.2 Akineettien erilaistumiseen vaikuttavat tekijät 
 
Kasviplanktonin eri lajeille on tyypillistä, että niillä on lajinsäilymisen kannalta tehokas 
mekanismi selviytyä vaativien ympäristöolojen yli. Kasviplanktonin elinkiertoon voi 
kuulua vesifaasissa kasvava vegetatiivinen elintapa ja vesistön pohjalla talvehtiva 
lepomuoto. Talvella valon määrä ja valon suodattuminen alempiin veden kerroksiin on 
vähäistä jään estäessä valon suodattumisen. Happipitoisuus lähellä pohjaa laskee, kun 
ilman happi ei pääse liukenemaan vesimassaan jään läpi (Sigee 2005, Suikkanen ym. 
2010). Myös prokaryoottisolut voivat säilyä kasvulle epäsuotuisten aikojen yli 
lepomuotojen, kestosolujen ja itiöiden muodossa (Kaplan-Levy ym. 2010).  
Rihmalliset ja heterosyyttejä tuottavat syanobakteerilahkojen, Nostocales 
ja Stigonematales, solut voivat erilaistua ravinteiden vähetessä, kasvuolosuhteiden 
heikentyessä ja solun sisäisen energian vähetessä lepo/kestosoluiksi, akineeteiksi 
(kreikaksi akinetos - liikkumaton) (Damerval ym. 1991, Zhou & Wolk 2002, Kaplan-
Levy ym. 2010, Sukenik ym. 2007). Heterosyyttien ja akineettien erilaistumisprosessien 
kemialliset yhteneväisyydet, kuten solun ulkopuolisen membraanin 
polysakkaridisynteesi, ja akineettien evolutionaarinen säilyminen perintömateriaalin 
säilyttäjänä antaa olettaa, että akineetit olisivat toimineet heterosyyttien esimuotoina 
(Wolk ym. 1994, Campbell ym. 2007).  
 Anabaena-suvun syanobakteerit säilyvät vaativien ympäristöllisten 
stressiolosuhteiden yli akineettien muodossa. Akineettien muodostuminen vaihtelee eri 
Anabaena-suvun syanobakteerilajeilla. Kirjallisuudessa tunnetaan useita tekijöitä, jotka 
johtavat Anabaena-syanobakteereilla akineettien muodostumiseen: fosforin puute, 
lämpötilan lasku, muutos valon intensiteetissä ja raudan puute (Kaplan-Levy ym. 2010, 
Cirés & Wörmer 2013). Esimerkiksi Anabaena cirnicalis –syanobakteeri alkaa 
muodostaa akineetteja rihmaan kasvuympäristön fosfaattipitoisuuden laskiessa ja 
kasvuston altistuessa valon pitkille aallonpituuksille, punaiselle ja vihreälle valon 
säteilylle veden pintaosissa. Valon lyhyen, sinisen, aallonpituuden on laboratorio-
oloissa havaittu estävän akineettien muodostumista (Thompson ym. 2009). 
Aphanizomenon ovalisporum –syanobakteerin on todettu puolestaan muodostvan 
laboratorio-olosuhteissa akineetteja rihmaan, kun kalium-ionien puute alkaa rajoittaa 
kasvua (Sukenik ym. 2012).  
Akineettien morfologia on syanobakteerikantakohtaista. Nostoc-suvun 
syanobakteerien tuottamat akineetit ovat ovaalin- tai pallonmuotoisia kun taas 
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Anabaena-suvun syanobakteerien akineetit ovat muodoltaan enemmän sauvamaisia. 
Myös akineettien paikka rihmassa on syanobakteerisuvusta riippuvainen (Kaplan-Levy 
ym.2010). Anabaena-suvun syanobakteereilla akineetit muodostuvat heterosyyttien 
välittömään läheisyyteen, yhden tai enintään muutaman solun päähän heterosyyteistä 
(Kuva 3).  
 
 
 
 
 
Kuva 4. Akineettien kehityksen kiertokulku Nostocales lahkon 
syanobakteereilla (Kaplan-Levy ym. 2010). 
Kuva 3. Anabaena–suvun syanobakteerien akineettien sijainti. Akineetit sijaitsevat 
heterosyyttien välittömässä läheisyydessä. 
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Vesistöissä akineetteja muodostavilla syanobakteereilla talvehtimisstrategiat eroavat 
toisistaan (Kuva 4).  Itämeressä Anabaena-suvun lajeilla vain akineetit näyttäisivät 
talvehtivan ja säilyvän pohjan sedimenteissä kasvulle epäsuotuisten aikojen yli. 
Kasvukauden jälkeen Anabaena-suvun syanobakteerien muodostamia rihmoja ei tavata 
yleisesti luonnon vesinäytteissä (Olli ym. 2005, Suikkanen ym. 2010). Muiden 
akineetteja tuottavien sukujen kuten Aphanizomenon- ja Nodularia-sukujen 
syanobakteerit näyttäisivät talvehtivan lyhyinä rihmoina vesipatsaassa. Talvikausina 
näiden sukujen akineetteja ei ole löydetty Itämeren sedimenteistä (Suikkanen ym. 
2010). Akineettien muodostuminen näillä suvuilla voi täten liittyä muunlaiseen 
säilymiseen ja solumateriaalin lyhytaikaiseen varastoimiseen.  
Akineettien muodostuminen ja niiden lyhytaikainen säilyminen voivat 
liittyä lyhyeen ympäristön stressitilaan, joka palautuessaan normaaliksi saa akineetit 
taas itämään (Kravchuk ym. 2006) (Kuva 4). Uuden kasvuston ja kukinnon aloittaminen 
vesipatsaassa talvehtivista filamenteista on nopeampaa, tehokkaampaa ja solun 
energiavaroja säästävämpää kuin kukintojen aloittaminen akineeteista (Suikkanen ym. 
2010). Vain pieni osa pohjavesiin ja sedimentteihin painuneista akineeteista alkaa itää 
seuraavana kesänä tai heti kasvuolosuhteiden parannuttua (Zhou & Wolk 2002, Sukenik 
ym. 2007). Suurin osa pohjan sedimentteihin painuneista akineeteista kerrostuu ja säilyy 
vuosia siemenpankkina pohjansedimenttiä sekoittavalle ajanjaksolle (Cirés & Wörmer 
2013).   
 Itämeren akineetteja tuottavien syanobakteerikantojen määrän 
arviointi/laskenta on ollut vaikeaa (Olli ym. 2005). Erityisesti Itämeren Anabaena-, 
Aphanizomenon- ja Nodularia-sukujen syanobakteerien akineettien roolista osana 
niiden talvehtimisstrategiaa ei tiedetä (Suikkanen ym. 2010). Akineettien laskeminen 
sedimenteistä on haastavaa ja niiden lajitunnistus mahdotonta. Akineettien 
havaitsemiseen tarvittaisiin geneettisiä havainnointi- ja tutkimusmenetelmiä.  
 
 
1.5 Akineetit 
 
Akineettien muodostumisprosesseja on tutkittu laboratorio-oloissa Nostocales-lahkon 
Anabaena-, Aphanizomenon-, Nostoc-, Cylindrospermum- ja Cylindrospermopsis-suvun 
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syanobakteereilla (Zhou & Wolk 2002, Argueta ym. 2006, Kaplan-Levy ym. 2010, 
Cirés & Wörmer 2013). Akineetit kypsyvät rihmassa erilaisten morfologisten ja 
metabolisten muutosten kautta ja irtoavat rihmasta valmiina akineetteina (Sukenik ym. 
2007). Akineetit ovat isompia ja niillä on paksumpi solumembraani ja solun 
ulkopuolinen vaippa kuin vegetatiivisilla soluilla. Akineetit voivat kypsinä ja rihmasta 
irronneina olla kymmenen kertaa isompia kuin vegetatiiviset solut (Kaplan-Levy ym. 
2010, Sukenik ym. 2012). Kypsillä akineeteilla on mitattu olevan yhtä paljon RNA:ta ja 
jopa kymmenenkertaisesti enemmän DNA:ta kuin vegetatiivisilla soluilla (Kaplan-Levy 
ym. 2010). Akineetteihin säilötään solun elinkyvyn kannalta tärkeitä ravinteita. Hiili 
varastoidaan akineetteihin glykogeenin muodossa ja typpi syanofysiinigranuloina. 
Syanofysiinigranulat koostuvat kahdesta aminohaposta, asparagiinihaposta ja arginiista. 
Syanofysiinin varastoituminen kehittyviin akineetteihin määrää myös niiden sijaintia 
rihmassa: akineetit sijaitsevat heterosyyttien läheisyydessä typpirajoitteisessa 
ympäristössä (Argueta ym. 2006). Syanofysiinia kertyy myös vegetatiivisiin soluihin 
eksponentiaalisen kasvunvaiheen jälkeen. Nostoc punctiforme -syanobakteerilla 
akineetit ilmestyvät rihmaan kahden heterosyytin puoliväliin (Campbell ym. 2007). 
Akineeteille muodostuu kypsymisprosessissa solun ulkopuolelle monikerroksinen ja 
paksu aminohappoja ja glykolipidejä sisältävä hiilihydraattikerros (Argueta ym. 2006, 
Sukenik ym. 2012). Paksu ulkokuori suojaa akineetteihin säilöttyä perintömateriaalia ja 
ravinteita kuivuudelta, UV-säteilyltä ja muilta vesiympäristön ääriolosuhteilta (Kaplan-
Levy ym. 2010). 
 Kehittyvillä akineeteilla on todettu olevan metabolista aktiivisuutta, joka 
vähenee akineettien kypsymisen myötä (Campbell ym. 2007). Kehittyvillä akineeteilla 
yhteyttämisaktiivisuus on alhaista, vaikka soluhengitystä pidetään yllä. 
Soluhengityksessä elektroninluovuttajana toimivat veden sijasta esim. eri 
sulfidiyhdisteet. Nostoc spongiaeforma -lajin syanobakteerien kypsillä akineeteilla on 
todettu olevan soluhengitysaktiivisuutta, mutta vain pimeässä. Valossa kypsillä 
akineeteilla ei ole todettu olevan soluhengitys- tai yhteyttämisaktiivisuutta (Sukenik ym. 
2007, Kaplan-Levy ym. 2010).  
 Akineettien klorofyllimäärä on vegetatiivisen solun tasoa vastaava tai 
alempi (Sutherland ym. 1979, Kaplan-Levy ym. 2010). Anabaena variabilis -lajin 
akineettien pigmenttitutkimus osoitti, että akineeteilta puuttuu aktiivinen fotosysteemi 
PSI II, vaikka fotosysteemi I:n klorofyllimäärä osoittautuikin normaaliksi (Björn ym. 
1983). Valon keräykseen ja fotosynteesiin tarvittavan fykobilisomin ja 
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fykobilisomiantennien määrä on alentunut Aphanizomenon ovalisporum -
syanobakteerin kypsissä akineeteissa (Sukenik ym. 2007). Vähentyneet pigmenttimäärät 
ja valonkeräykseen tarvittavien antennien määrän alentuminen vähentävat akineettien 
fotosysteemin reaktiokeskuksia kohtaan kohdistuvan valon haittavaikutuksia (Kaplan-
Levy ym. 2010).  
 
1.6 Akineettien erilaistumiseen liittyvät geenit 
 
Akineettien solutason muutoksia on pystytty seuraamaan mikroskoopilla ja akineettien 
muodostumiseen liittyviä tekijöitä on listattu kirjallisuudessa jo kymmeniä vuosia (Fay 
ym 1969, Sutherland ym. 1979, Kaplan-Levy ym. 2010). Molekyylitasolla muutoksista 
ja akineettien muodostumiseen liittyvästä geenien säätelyjärjestelmästä ei ole vielä saatu 
paljon tietoa. Akineettien erilaistumisesta geenien tasolla on saatu tietoa heterosyyttien 
erilaistumistutkimuksen kautta. Monilla heterosyyttien erilaistumiseen liittyvillä 
geeneillä on todettu olevan merkitystä myös akineettien erilaistumisprosessissa 
(Kaplan-Levy ym. 2010).  
 Neljän geenin tiedetään liittyvän sekä heterosyyttien että akineettien 
muodostumiseen: hepA, devR, hetR ja argL (Kaplan-Levy ym. 2010). hepA -geenin 
tuote on ABC transportteri, jolla on tärkeä tehtävä polysakkaridien 
sijainnille/sijoittumiselle heterosyyttien ja akineettien muodostuvassa solukuoressa. 
devR -geeni tuottaa polysakkaridisynteesissä säätelytekijän, joka vaikuttaa 
heterosyyttien ja akineettien erilaistumiseen (Kaplan-Levy ym. 2010). hetR -geeni 
tarvitaan heterosyyttien ja akineettien erilaistumiseen. Mutaatio hetR-geenissä estää 
heterosyyttien erilaistumisen (Leganés ym. 1994). argL –geenin tuote on N-
asetylglutamaatti semialdehydi-entsyymi, jota tarvitaan L-arginiinin tuotannossa 
(Leganés ym. 1998). Muutos argL -geenissä saa aikaan akineeteilta näyttäviä pieniä 
soluja, joista puuttuu kuitenkin akineeteille tyypilliset syanofysiinigranulat. argL -
geenin mutaation kautta tuotetut akineetit eivät pystyneet itämään vegetatiivisoluiksi 
(Kaplan-Levy ym. 2010).  
Molekyyligeneettisten muutosten ymmärtäminen ja muutosten 
havainnointimenetelmien kehittyminen ovat tuoneet uutta tietoa akineettien 
erilaistumisprosesseista. Anabaena cylindrica -syanobakteerin kokonaisproteiineja 
verrattiin vegetatiivisten solujen, heterosyyttien ja eristettyjen akineettien välillä (Zhou 
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& Wolk 2002). avaK-geeni on ensimmäinen akineettispesifinen geeni, joka löydettiin 
akineettien proteiinitutkimuksen tuloksena (Zhou & Wolk 2002). avaK-geenin tuotteen, 
43 kDa kokoisen AvaK-proteiinin (Kuva 5), merkitystä vegetatiivisten solujen 
erilaistumisessa akineeteiksi ei vielä tunneta (Zhou & Wolk 2002, Argueta ym. 2004, 
Kaplan-Levy ym. 2010). avaK-geenin lisäksi nykyisin tunnetaan kolme muutakin 
akineettispesifistä geeniä: aet-, aapN- ja hap-geeni (Argueta ym. 2006). aet-geenin 
tuote on ABC transportteri, jota tarvitaan lipopolysakkaridien solunsisäiseen 
siirtämiseen. aapN-geenin tuote on aminopeptidaasi, joka pilkkoo akineeteissa ja 
hormogonioissa aminohappoja polypeptideistä. hap-geenin tuote on hormogonioissa ja 
akineeteissa ilmentyvä sinkki-proteaasientsyymi, jonka roolin arvellaan liittyvän 
hormogonioiden ja akineettien solunsisäisten proteiinien kierrätykseen (Argueta ym. 
2006, Kaplan-Levy ym. 2010).  
 
 
 
Heterosyyttien, hormogonioiden ja akineettien transkription eroja on vertailtu Nostoc 
punctiforme –kannalla tehdyssä mikrosirututkimuksessa, jossa tutkittiin yhteensä 6983 
geenin ekspressiota (Campbell ym. 2007). Tutkimuksessa osoitettiin, että Nostoc 
punctiforme -syanobakteerilla on 497 geeniä, joiden ekspressiossa tapahtuu muutos, kun 
akineetteja alkoi muodostua rihmaan. Noin puolella 497 geenistä ekspressio lisääntyi ja 
noin puolella väheni. Kuitenkin vain 11 % 255:stä ylöspäin säädellyistä geeneistä 
näyttäisi vaikuttavan suoraan akineettien erilaistumisprosessiin ympäristöoloihin 
reagoivan sopeutuvan proteiinin (adaptive protein) roolissa (Campbell ym. 2007). 
Kuva 5. Ensimmäisen 
akineettispesifisen geenin löytyminen. 
Akineettien A. cylindrica -lajin 
vegetatiivisten solujen (1), 
heterosyyttien (2) ja akineettien (3) 
kokonaisproteiinit eroteltuna SDS-
12% PAGE geelillä.  Akineettien 
proteiineista huomataan 43-kDa 
kokoinen proteiini, joka on puhdistettu 
(4). Tämä proteiini puuttuu 
heterosyyteiltä ja vegetatiivisilta 
soluilta (Zhou & Wolk 2002).  
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Tutkimuksessa löydettiin neljä mahdollista ylöspäinsäädeltyä akineettien 
erilaistumisprosessin transkription säätelijäproteiinia, joista kaksi oli DNA:han 
sitoutuvia proteiineja ja kaksi sigmafaktoriproteiinia. Toista sigmafaktoriproteiinia 
(NpR4091) ekspressoitiin vain akineettien erilaistumisprosessissa, kun taas toisen 
sigmafaktoriproteiinin (NpF4153) ekspressio ei ollut spesifistä vain akineettien 
erilaistumisprosessissa, vaan sigmafaktoria käytetään myös muuhun säätelyyn 
(Campbell ym. 2007). 
Akineettien muodostumisen tarkemmasta säätelyjärjestelmästä ja 
järjestelmän toiminnasta ei ole vielä tietoa (Zhou & Wolk 2002, Campbell ym. 2007, 
Kaplan-Levy ym. 2010).  Uusien akineettien erilaistumisprosessin transkription 
säätelijäproteiinin löytyminen on kuitenkin avannut mahdollisuuden tutkia akineettien 
muodostumisprosessia aiemmin tunnetun AvaK-proteiinin lisäksi  (Argueta ym. 2006, 
Cambell ym. 2007).    
 
1.7 Geeniekspression säätely 
 
Geenien lähetti-RNA eli mRNA-kopioiden määrittämisellä saadaan tietoa geenien 
transkriptiosta eli geenien ekspressiosta. Nykyisillä analyysitekniikoilla on voitu 
osoittaa, että mRNA:n määrän lisäksi proteiinien ilmentymiseen liittyy muitakin 
säätelyyn liittyviä tekijöitä. 40 % solun proteiinien määrästä ja tuotosta voidaan selittää 
proteiineja vastaavien mRNA:n määrillä (Vogel & Marcotte 2012). Transkription 
jälkeisen, translaation eli proteiinisynteesin aikaisen ja proteiinien hajotuksen kautta 
tapahtuvan säätelyn arvellaan vaikuttavan proteiinikonsentraatioiden hienosäätöön 
bakteerisolun tarvitsemalle tasolle (Vogel & Marcotte 2012).  
Solu tuottaa mRNA:ta muutamia kopioita kun mRNA:ta vastaavien 
proteiinien määrä voi olla kymmeniä. mRNA hajoaa myös nopeammin soluissa kuin 
proteiinit, joiden puoliintumisaika on pidempi. Eri proteiinien puoliintumisajat ja 
proteiinipitoisuuksien muutokset vaihtelevat. Proteiinien säätelyyn liittyvien geenien 
tulee reagoida ympäristön muutoksiin nopeasti (Vogel & Marcotte 2012).  
Syanobakteerien kuten yleensäkin geeniekspression säätelyssä on neljä eri 
vaihetta: transkriptio, transkription jälkeinen, translaatio ja translaation jälkeinen 
säätelyvaihe. Transkriptiossa sigma (σ) alayksikön, sigmafaktorin, sisältävällä RNA-
polymeraasientsyymillä (RNAP-entsyymi) on keskeinen tehtävä RNA:n tuotossa. 
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Sigmafaktoria tarvitaan transkription aloittamiseen geenin promoottorialueella 
(Imamura ym. 2009). Ympäristön ja solunsisäiset muutokset johtavat transkription 
muutoksiin, jotka johtuvat promoottorialueen valinnan muutoksista RNAP-entsyymin ja 
eri sigmafaktoreiden kombinaatioiden muutoksien seurauksena (Imamura ym. 2009).  
mRNA-tason on todettu muuttuvan solun erilaistuessa niin eukaryootti- kuin 
prokaryoottisolussa ympäristön tilan muutoksesta (Lahav ym. 2011). Lahavin ja 
kollegoiden tutkimuksessa todetaan, että alkueliöt säätelevät solujen 
erilaistumisprosessia transkription säätelyn kautta ja että mRNA-tason muutokset 
yhdessä geenien translaation säätelyn kanssa selittävät muutoksia proteiinitasossa 
(Imamura ym. 2009, Lahav ym. 2011). Muiden prokaryoottien kestosolututkimusten 
kautta on saatu selville, että solun erilaistumisprosessien säätely tapahtuu 
vaihtoehtoisten transkriptota säätelevien sigmafaktoreiden välityksellä (Kaplan-Levy 
ym. 2010). Nostoc punctiforme -syanobakteerikannan typensidontaan 
kykenemättömällä zwf-mutanttikannalla tehdyillä DNA mikrosirututkimuksilla on 
päästy eteenpäin myös akineettien erilaistumiseen liittyvien transkription 
säätelijäproteiinien tutkimuksessa (Argueta ym. 2006, Cambell ym. 2007).    
 
1.8 Menetelmiä ja niiden periaatteita 
1.8.1 RNA ja mRNA:n käänteiskopio cDNA:ksi 
 
RNA:ta eli ribonukleiinihappoa ei voida suoraan monistaa PCR:ssä 
polymeraasientsyymillä kuten DNA:ta, vaan RNA on ensin käännettävä 
komplementaariseksi DNA:ksi, cDNA:ksi. Eristetyn RNA:n laatua voidaan määrittää 
perinteisesti spektrofotometrisesti tai geelielektroforeesilla. Nykyään on olemassa uusia 
ja nopeita keinoja RNA:n laadun ja määrän arvioimiseen. Mikrogeelielektroforeesin 
avulla RNA:n laatu saadaan arvioitua ribosomaalista RNA:ta kuvaavan 
geelielektroforeesiin yhditetyn fluoresenssisignaalin avulla (Ogura ym. 1998). Agilent 
2100 bioanalyzer-laitteella RNA:n laatu voidaan määrittää useasta näytteestä 
samanaikaisesti ja RNA:n laadusta saadaan niin visuaalinen arvio kuin numeerinenkin 
määre (RIN-arvo) (Mueller ym. 2004).  
Eristetyn RNA:n laatua kuvaa RIN-arvo, joka perustuu kokonais-RNA:n 
spektriin, 16S ja 23S ribosomaalisen RNA:n (rRNA) suhteeseen. Korkea RIN-arvo 
kertoo hyvälaatuisesta RNA:sta ja lisää tulosten luotettavuutta. RIN-arvo voi vaihdella 
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asteikolla 0-10. RIN-arvo 10 vastaa hyvälaatuista RNA:ta. 400 bp mittaisen tuotteen 
monistumiseen tarvitaan RNA:ta, jonka RIN arvo on vähintään 5 (Fleige & Pfaffl 
2006). Korkean RIN-arvon omaavasta RNA-näytteestä on mahdollista löytää myös 
geenien harvalukuiset mRNA-kopioit qRT-PCR-menetelmällä (Giannoukos ym. 2012). 
Syanobakteerien RNA-spektri poikkeaa muiden prokaryoottien RNA-spektristä, koska 
23S ribosomaalisen RNA:n piikin jälkeen on spektrissä havaittavissa ylimääräinen 
ribosomaalista RNA:ta vastaava piikki. Tämä ylimääräinen piikki laskee RIN-arvoa ja 
syanobakteereilla RIN-arvon käyttö RNA:n laadun arvioinnissa on suuntaa antava. 
Visuaalinen tarkastelu RIN-arvon ohella on siis myös tarpeen.  
RNA hajoaa DNA:ta helpommin solun omien RNaasi entsyymien 
toimesta (Schmittgen 2006, Applied Biosystems 2008). RNA:n eristyksessä on 
toimittava nopeasti ja solujen hajottua RNA tulee suojata RNaaseilta niitä inhiboivilla 
yhdisteillä kuten ribonukleaasia inhiboivalla proteiinilla (RI) (Life Technologies 
2012a). RNA:n säilyttäminen cDNA:n muodossa onkin suositeltavaa.  
mRNA:n eristäminen kokonais-RNA:sta ei ole useimmiten tarpeen. 
Kokonais-RNA sisältää mRNA:n, ribosomaalisen RNA:n (rRNA) ja siirtäjä-RNA:n 
(tRNA). mRNA:n eristäminen kokonais-RNA:sta ennen cDNA:ksi kääntöä voi 
kuitenkin vaikuttaa esim. qRT-PCR-mentelmän onnistumiseen (Life Technologies 
2012a). Käänteiskopioreaktioon on olemassa erilaisia kaupallisia kittejä, joissa 
käänteiskopioentsyymi monistaa alukkeilla RNA:sta ja mRNA:sta cDNA:ta. RNA:n 
kääntöön on käytettävissä kolmenlaisia alukkeita. Satunnais- eli random-alukkeet 
monistavat erikokoisia ja -pituisia pätkiä RNA:sta. Satunnais- eli random-alukkeilla 
saadaan pienestä määrästä RNA:ta monistettua suuri määrä kokonais-RNA:ta cDNA:ksi 
(Life Technologies 2012b). mRNA:ta voidaan kääntää myös sekvenssispesifisillä 
alukkeilla, jotka sitoutuvat sekvenssin perusteella mRNA-juosteeseen. Näin saadaan 
käännettyä yhden tietyn geenin mRNA-kopiot cDNA:ksi, mikä lisää 
harvakopiolukuisten geenien ekspressiossa tapahtuvien muutoksien havainnoimista 
qRT-PCR:llä (Life Technologies 2012b). mRNA saadaan käännettyä myös spesifisillä 
poly-T alukkeilla, jotka tarttuvat spesifisesti mRNA:n poly-A häntään (Life 
Technologies 2012b). Prokaryootteilla kuten syanobakteerelilla mRNA:n poly-A hännät 
ovat lyhyitä ja sisältävät usein myös muita nukleotidejä (Mohanty & Kusher 2011). 
Tämän takia prokaryooteilla poly-t-alukkeiden käyttö on ongelmallista.  
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1.8.2 qRT-PCR 
 
qRT-PCR:llä tarkoitetaan kvantitatiivista, reaaliaikaista käänteiskopio-
polymeraasiketjureaktiota. qRT-PCR-menetelmästä on tullut jo standardimenetelmä 
mRNA pitoisuuksien tutkimiseen (Ramakers ym. 2004). Perinteiseen PCR-
menetelmään verrattuna qPCR:llä voidaan monistus, reaktion onnistuminen ja 
monistuneen tuotteen määrä määrittää reaaliajassa yhdessä ajossa. qPCR:ssä käytetään 
fluoresoivia värejä kuten lusiferaasi-fluoresenssivärillä (LUX) leimattuja alukkeita, 
karboksifluoresenssileimattuja (FAM) koettimia tai epäspesifisesti kaksijuonteiseen 
DNA:han sitoutuvaa SYBRGreen-syaniini-fluoresenssiväriä. Spesifisten alukkeiden 
käyttö qPCR:ssä on hyvin tärkeää, jos käytetään SYBRGreen-fluoresenssiväriin 
perustuvaa menetelmää. qPCR-ajossa fluoresenssin määrää mitataan ajon syklien 
aikana, jolloin fluoresenssimäärä on verrannollinen monistuvan templaatin määrään. 
Toisin sanoen: mitä enemmän alussa on templaattia, sitä nopeammin fluoresenssin 
määrässä taustan fluoresenssiin verrattuna tapahtuu muutos. PCR-reaktion syklit ja 
mitattava fluoresenssin määrä on yhdistetty Ct-arvoon (cycle treshold), joka kuvaa 
kunkin näytteen kohdalla monistuneiden kopioiden määrää (Kuva 6) (Applied 
Biosystems 2008).  
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Kuva 6. qPCR-ajon kulkua seurataan reaaliaikaisesti fluoresenssin kasvun ja 
syklien mukaan. A) SYBRGreen-fluoresenssiväriin perustuvan menetelmän 
perustason fluoresenssi (baseline), jossa tapahtuu muutos PCR-ajon edetessä, kun 
monistumista alkaa tapahtua B) Ct-arvo saadaan selville, kun fluoresenssisignaali 
alkaa kasvaa perustasosta eksponentiaalisesti (Applied Biosystems 2008).  
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Geenien ilmentymistä eli ekspressoitumista voidaan mitata mRNA-tason muutoksilla 
eri aikapisteissä. Tästä lähtien tässä työssä geenien ilmentymisestä käytetään 
geeniekspressio-ilmaisua. Kohdegeenin ekspressio normalisoidaan referenssigeenin 
ekspressiota vastaan. Näin saadaan vakioitua templaattimääristä johtuvat ekspressioerot 
ja eri viljelmien ekspressioeroja voidaan verrata keskenään.  Referenssigeeniksi 
soveltuu geeni, jonka ekspressio pysyy ajan mittaan (kaikissa näytteissä) vakiona. 
Referenssigeenin vakaana pysyvää ekspressiota voidaan käyttää hyväksi kohdegeenin 
ekspression vaihtelun seurannassa (Bakker & Timmer 2004). qPCR-reaktioon pipetoitu 
templaattimäärä voi vaihdella näytteiden välillä johtuen epätarkasta pipetoinnista tai 
cDNA:n määrän virheellisestä mittaamistuloksesta (Ponchel 2006, Applied Biosystems 
2012). Referenssigeenin käytöllä korjataan eri solumääristä peräisin olevat 
geeniekspressioerot ja RNA-laadunvaihtelut näytteiden välillä ja näin eri näytteiden 
ekspressiota voidaan verrata toisiinsa. 
 
1.8.3 Suhteellinen standardisuoramenetelmä  
 
Suhteellisessa standardisuoramenetelmässä Ct-arvot käännetään geenin mRNA-
kopiomääriksi DNA-pitoisuudeltaaan tunnetun näytteen laimennoksista laskettujen 
kopiomäärien monistumisen eli standardisuoran perusteella. Suhteellisessa 
standardisuoramenetelmässä absoluuttisilla kopiomäärillä ei ole merkitystä, vaan 
näytteiden välisillä suhteellisilla muutoksilla. Geeniekspression suhteellisia muutoksia 
esitetään usein ns. kertaluokkaeroina ”fold difference”, jossa eri näytteiden ekspressiota 
verrataan tietyn näytteen eksrepssioon, usein ykkösaikapisteen näytteen ekspressioon.  
Suhteellisessa standardisuoramenetelmässä standardisuoran onnistumisella 
on keskeinen rooli. Standardisuoran hyväksymisperusteina voidaan pitää eri 
laimennoksista saatujen Ct-arvojen hyvää korrelaatiokerrointa (R
2
 >0.98) ja templaatin 
monistumisen tehokkuutta kuvaavan kulmakertoimen pientä vaihtelevuutta (-3.1 < 
kulmakerroin < -3.6) (Bakker & Timmer 2004).  
PCR:n monistumisen tehokkuutta kuvaa E-arvo (E= 10 
(-1/kulmakerroin)
, jonka 
tulisi olla 2, mikä tarkoittaa templaatin kahdentumista joka syklin aikana. Menetelmän 
tehokkuudesta kertoo kaava E % = (10
(-1/kulmakerroin)
 -1) * 100. PCR-menetelmän 
monistumisen tehokkuuden tulisi olla 100 ± 10 % (Life Technologies 2012a). Jos 
templaattimäärä ei kaksinkertaistu syklien välissä, jokin tekijä hidastaa tai inhiboi PCR-
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reaktiota. Esimerkiksi mRNA-kopion vain osittainen kääntäminen RT-reaktiossa 
cDNA:ksi vaikuttaa suoraan PCR-menetelmän monistumistehokkuuteen. 
 
1.8.4 Referenssigeenin valinta 
 
qRT-PCR-menetelmässä referenssigeenin valinnalla on suuri vaikutus saatujen 
geeniekspression tulosten tulkintaan. Referenssigeenin sopivuus on aina osoitettava 
tiettyyn koejärjestelmään. Kohdegeenien ekspressiot tasataan referenssigeenin 
ekspressiota vastaan, joten vaihtelut referenssigeenin ekspressiossa eri aikoina 
vaikuttavat suoraan kohdegeenien ekspressioeroihin ja antavat virheellisiä tuloksia. 
Uusimmat MIQE-suositukset (Minimum Information for Publication of Quantitave 
Real-Time PCR Experiments) qRT-PCR:lle suosittelevat käytettäväksi ainakin kolmea 
referenssigeeniä, joilla kohdegeenien ekspressioeroja voidaan verrata keskenään (Bustin 
ym. 2009). Referenssigeenien ekspression vaihtelevuutta voidaan kuvata esimerkiksi p-
arvolla, joka kuvaa tilastollisia merkittäviä eroja eri referenssigeenien ekspressiossa. 
Mitä korkeampi referenssigeenin ekspressioerojen p-arvo on, sitä vähemmän 
referenssigeenin ekspressiossa tapahtuu muutoksia ja sitä enemmän p-arvo tukee geenin 
soveltuvuutta menetelmään sopivaksi referenssigeeniksi (Bakker & Timmer 2004). 
Syanobakteereille on kirjallisuuden mukaan olemassa suositeltavia 
referenssigeenejä (Pinto ym. 2012). Pinton ja kollegoiden tutkimuksessa seurattiin 
kahdestatoista referenssigeenistä seulottuja kuutta koeasetelmissa parhaiten toimivaa 
referenssigeeniä Synechocystis-, Lungbya- ja Nostoc-sukujen syanobakteereilla (Pinto 
ym. 2012). Referenssigeenitutkimus selvitti, että secA- ja 16S-rRNA geenit soveltuvat 
tehtävään parhaiten (Pinto ym. 2012).  
Mikrokystiinin tunnistusmenetelmää testattaessa kokeiltiin Anabaena 90 –
kannalla  neljää eri referenssigeeniä: 16S rRNA geeni, gyrA, gyrB ja rpoC. rpoC-geenin 
tuottama proteiini toimii RNA:n tuotannossa osana polymeraasientsyymiä (Anne 
Ylinen, suullinen tiedonanto 10.6.2012). gyrA- ja gyrB geenejä vastaavat proteiinit ovat 
DNA-gyraasientsyymin alayksikköjä. Gyraasientsyymi avaa DNA:n 
kaksoiskierrerakennetta ennen DNA:n kahdentumista eli replikaatiota (Sugino ym. 
1980).  
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1.8.5 Syanobakteerisolulaskennat 
 
Bakteerisoluja voidaan laskea monella tapaa ja solumäärää voidaan myös mitata optisen 
tiheyden perusteella, joka on verrannollinen solutiheyteen ja solumäärään. 
Kirjallisuuden mukaan (Lawton ym. 1999,  Hu ym. 2000) aallonpituudet 730 nm ja 750 
nm sopivat rihmamaisille syanobakteereille. 750 nm ottaa paremmin huomioon 
muutokset sekä näytteen klorofyllin että solujen määrässä kuin 600 nm, aallonpituus, 
jolla on myös suoritettu syanobakteerien solutiheysmittauksia (Bruckner ym. 2008). 
Soluja voidaan määrittää näytteissä pesäkeluvun, rihmojen tai solujen määrän mukaan. 
Yksisoluiset syanobakteerit lasketaan soluina. Rihmallisten syanobakteerien solujen 
laskeminen on haastellista, koska rihmat saattavat olla pitkiä ja solujen väliset seinät 
heikosti näkyvissä. Rihmallisista syanobakteereista voidaan laskea rihmojen 
lukumäärän lisäksi rihmojen pituus soluina. Rihman pituus voidaan laskea 
solulaskukammion ruudukoiden avulla. Solumäärä saadaan laskettua kammiossa 
mikroskoopin avulla. Lawton ja kollegat (1999) ovat laatineet suositukset rihmallisten 
syanobakteerien laskennasta vesinäytteistä (Lawton ym. 1999). Suosituksessa 
ohjeistetaan laskemaan rihmallisia syanobakteereita rihman pituuden ja rihman määrän 
mukaan solulaskukammiossa.  
Kammiolaskennassa rihmallisia syanobakteereja voidaan laskea tarkkaan 
määritetyn kammion tilavuuden avulla. Kammioon mahtuu tietyn paksuinen nestekerros 
ja kammion pinta-ala, ns. laskettujen kammion ruutujen pinta-ala, vastaa tiettyä 
tilavuutta. Esimerkiksi Fuchs-Rosenthalin laskukammion nestekerroksen paksuus on 0,2 
mm (Hirschmann Laborgeräte GmbH & Co. KG, Saksa)(Kuva 7). Kammiolaskennassa 
soluja voidaan laskea systemaattisesti kaikilta ruuduilta tai soluja voidaan laskea 
satunnaisesti valituilta ruuduilta, kammion molemmilta puolilta niin, että kun lasketaan 
tarpeeksi monta solua (>200) kuvaa eri solujen määrät ja niiden osuudet koko näytettä.  
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Kuva 7. Kammiolaskennan ruudukko. Tilavuudeltaan tunnetun ruudukon alueelta 
lasketaan rihmallisten syanobakteerien määrä ja rihmojen pituus (Lawton ym. 1999). 
Palloilla on merkitty yksi 4x4 ruudukon alue, jonka sisällä olevat solut lasketaan.  
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2 Tutkimuksen tavoitteet  
 
Syanobakteerien muodostamat kukinnat ovat tunnettu ilmiö Suomen järvissä ja 
Itämeressä kesäkausina. Akineettien erilaistumisprosesseja on tutkittu vähän ja 
erilaistumiseen tarvittavia akineettispesifisiä geenejä tunnetaan vain muutamia. On 
tarpeen seurata miten nämä geenit ekspressoituvat eri-ikäisissä viljelmissä. 
Akineettispesifisten geenien ekspression seuraamisella saadaan lisätietoa siitä, mitkä 
geenit ovat aktiivisia akineettien erilaistumisen eri vaiheissa.  
 
Tämän tutkimuksen tavoitteena oli 1) kehittää qRT-PCR-menetelmä akineettien 
erilaistumiseen tarvittavien geenien ekspression seurantaa varten Anabaena 1TU33s10 
–syanobakteerikannalla, 2) testata qRT-PCR-menetelmän soveltuvuutta akineettien 
erilaistumiseen liittyvien geenien ekspression seuraamiseen laboratorio-oloissa 7 viikon 
ajan   
 
Tutkimuksen lähtökohtana olivat hypoteesit, 1) tutkittavan geenien ekspressiossa 
tapahtuu muutos, kun vegetatiiviset solut alkavat erilaistumaan akineeteiksi ja 2) 
ekspression muutoksen suuruus on verrannollinen akineettien määrään näytteessä 
kunakin ajankohtana.   
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3 Materiaalit ja menetelmät 
3.1 Anabaena 1TU33s10 –syanobakteerikanta  
 
Tässä tutkimuksessa käytettiin Helsingin yliopiston Syanobakteeriryhmän 
kantakokoelman vuonna 2001 Tuusulanjärvestä eristettyä akseeniseksi puhdistettua 
Anabaena 1TU33s10 –kantaa. Kanta on myös luokiteltu taksonomisesti kuuluvaksi 
Anabaena planctonica –syanobakteeriksi (Rajaniemi ym. 2005). Kannasta on tekeillä 
koko genomisekvenssi uuden sukupolven sekvensointitekniikalla (next generation 
sequencing, NGS). Sekvenssistä on valmiina 4,95 Mb ja valmiina oleva sekvenssi 
koostuu 793 kontigista (Hao Wang, suullinen tiedonanto kirjoittajalle 26.10.2012). 
Anabaena 1TU33s10 –kanta ei tuota maksamyrkyllistä mikrokystiiniä (Wacklin 2006). 
Muiden bioaktiivisten yhdisteiden tuottoa Anabaena 1TU33s10 –kannalla ei ole 
tutkittu. Anabaena 1TU33S10 –kanta kasvaa rihmamaisena, mutta rihma ei ole täysin 
Anabaena-suvun syanobakteereille tyypillisen helminauhamainen, koska solujen 
väliseinät erottuvat huonosti mikroskopoitaessa. Anabaena 1TU33s10 –kanta 
muodostaa myös kaasuvakuoleja ja rihma on n. 5,6 µm leveä. Anabaena 1TU33s10 –
kannan akineetit ovat pyöreitä tai ovaaleja ja niiden leveys on keskimäärin 10,9 µm ja 
pituus 19 µm. Heterosyyttien ja akineettien välistä etäisyyttä ei Anabaena 1TU33s10 –
kannalla ole määritetty (Rajaniemi ym. 2005).  
 
3.1.1 Kasvatusolosuhteet 
 
Anabaena 1TU33s10 –kantaa kasvatettiin esikasvatuskokeissa (Liite 1) Z8 
kasvatusalustalla, Z8 kasvualustalla ilmana typpeä (Z8X), ilman kaliumia (Z8-K), ilman 
rautaa (Z8–Fe) ja ilman fosforia (Z8–P) (Kótai 1972). Valaistuksena käytettiin 6 µmol 
fotonia m
-2
 s
-1
 valonlähdettä (Airam L36 W-950 (1XC) luonnonvalo) ja Anabaena 
1TU33s10 –kantaa kasvatettiin myös osittain pimeässä akineettien erilaistumisen 
synkronoinnin ja määrän lisäämiseksi. Erilaistuneiden akineettien määrää viljelmissä 
verrattiin kasvattamalla kantaa lämpötiloissa + 22 °C ja 17–18 °C. Anabaena 1TU33s10 
–kantaa myös kylmäkäsiteltiin akineettien muodostumisen tehostamiseksi siirtämällä 
kasvatus 17 – 18 °C kasvatuslämpötilasta +4 °C:een päiväksi kerrallaan. 
Varsinaisissa kasvatuskokeissa (Liite 1) Anabaena 1TU33s10 –kantaa 
kasvatettiin typellisellä Z8-kasvatusalustalla (Liite 2) jatkuvassa 6 µmol fotonia m
-2
 s
-1
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valaistuksessa, jatkuvassa 100 rpm sekoituksessa ravistelijalla (Infors AG, Sveitsi) 
huoneenlämmössä (22–23°C). Kantaa kasvatettiin qPCR-optimointeja varten 
erlenmayer-pulloissa 600 ml tilavuudessa kahden viikon (15 vrk) ajan ja akineettien 
muodostumiseen ja geeniekspressioon liittyvissä kasvatuskokeissa 300 ml erlenmayer-
pulloissa seitsemän viikon (49 vrk) ajan.  
 
3.2 Viljelmien kasvun seuraaminen 
 
Viljelmien kasvua seurattiin ja solumäärät laskettiin, jotta kohdegeenien ekspressiota 
voitiin verrata solumäärissä tapahtuviin muutoksiin. Viljelmien kasvua ja optista 
tiheyttä mitattiin spektrofotometrisesti (Shimadzu spectrophotometer UV-1800, 
Shimadzu Scientific Intstruments Inc.) 750 nm aallonpituudella. 
 Anabaena 1TU33s10 –kannan kasvua ja solujen määrää eri aikapisteissä 
määritettiin myös mikroskopoimalla ja laskemalla kasvulliset solut soluyksiköinä 
Fuchs-Rosenthal 0,2 mm bright light –solulaskukammiossa, jonka tilavuus oli 0.2 µl. 
Soluyksiköt laskettiin kammion molemmilta puolilta viidestä 4x4 ruudukosta (Kuva 8). 
Soluyksiköiden määrä laskettiin rihmojen lukumääränä ja pituutena millilitrassa 
viljelmää: kuinka monta kertaa rihma lävistää ruudukon rajaviivan. Myös heterosyyttien 
ja akineettien määrät laskettiin ja ne ilmoitettiin solujen lukumääränä.  Laskettujen 
ruudukkojen solumääristä otettiin keskiarvo ja tulos kerrottiin 10 000, jolloin laskettu 
solumäärä vastasi solumäärää ja soluyksiköiden määrää, yhdessä millilitrassa viljelmää.  
 Tutkittavan kannan suhteellinen kasvunopeus (=kasvukerroin, r) laskettiin 
seuraavan kaavan avulla: (r) = ln(Nt+1/Nt) / t (Case 2000). t-termi kuvaa aikaa, jolloin 
Nt+1-termi kuvaa soluyksiköiden määrää ajan loppuhetkellä, Nt solumäärityksen 
alkupisteessä.  Suhteellisesta kasvunopeudesta kullakin ajanhetkellä määritettiin 
kasvukäyrä. 
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3.4 DNA:n eristäminen 
3.4.1 E.Z.N.A-kitti 
 
Anabaena I1TU33s10 –kannan DNA:ta eristettiin kaupallisella E.Z.N.A SP Plant Mini -
kitillä (Omega Bio-tek, Inc.) aluketestauksia ja qPCR:n DNA-standardeja varten. Kitin 
ohjetta muutettiin seuraavanlaisesti. Sentrifugoimalla (8000 x g 5 min) kerätyt solut 
hajotettiin mekaanisesti lasihelmien (Glass beads, 710-1, 180 microns, Sigma) avulla 
FastPrep-laitteella (FastPrep ™ FPI20, Bio101, Thermo Savant, Qbiogene, Inc.) 
nopeudella 5 m/s 30s kitin SP1-puskurissa. Fastprep-käsittely tehtiin kahteen kertaan 
solujen hajoamisen tehostamiseksi. Solujen hajotuksen jälkeen näytettä inkuboitiin kitin 
RNaasi A-entsyymin kanssa 65 °C tunnin ajan. Inkuboinnin jälkeen näytteeseen lisättiin 
210 µl kitin SP2-puskuria, ja näytettä inkuboitiin 5 min jäillä. Tämän jälkeen näyte 
sentrifugoitiin 14 000 x g 10 min. Näyte pipetoitiin kitin pylvääseen ja sentrifugoitiin 10 
000 x g 2 min. Pylväästä läpitulleeseen näytteeseen lisättiin 1,5 x tilavuus kitin SP3-
Kuva 8. Fuchs-Rosenthal-solulaskukammion 4x4-ruudukko. Ruudukossa nähdään 14 
erillistä rihmaa, jotka lävistävät yhteensä 30 ruutua. Tällä suurennoksella kuvasta ei 
pystytä erottamaan heterosyyttejä. Kuvassa ei esiinny akineetteja.  
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puskuria ja näyte siirrettiin kitin HiBind®DNA-pylvääseen. Näytettä sentrifugoitiin 10 
000 x g 1min. DNA:ta, joka oli kiinnittynyt pylvään silikaan, pestiin 650 µl kitin SPW-
pesupuskurilla, ja pesun jälkeen pylväs sentrifugoitiin 14 000 x g 2 min ajan. DNA 
eluoitiin pylväästä 50 µl:lla esilämmitettyä (65 °C) puskuria (Tris-HCl). Eluoinnin 
tehostamiseksi näytettä inkuboitiin vielä 5 min huoneenlämmössä, jonka jälkeen näyte 
sentrifugoitiin 10 000 x g 10 min (Känä 2011).  
 
3.4.2 Fenoli-kloroformiuutto 
 
Anabaena 1TU33s10 –syanobakteerikannasta eristettiin DNA:ta myös perinteisellä 
fenoli-kloroformiuutolla (Golden ym. 1988). Solut kerättiin ja pestiin 50 mM Tris, 100 
mM EDTA, 100 mM NaCl -puskurilla ja sentrifugoitiin 15 000 x g 5 min. 
Sentrifugoinnin jälkeen solut resuspensoitiin edellä mainittuun puskuriin. Lysotsyymi-
entyymiä (Sigma-Aldrich ®) lisättiin 10 mg/ml pitoisuuteen ja näytettä inkuboitiin 30 
min 37 °C. Inkuboinnin jälkeen näytteeseen lisättiin proteinaasi-K:ta 0,2 mg/ml 
(Thermo Fischer Scientific Inc.) ja sarkosyyliä 1 % lopputilavuuteen. Näytettä 
inkuboitiin 50 °C yhden tunnin ajan tai kunnes mikroskopoimalla todettiin solujen 
hajonneen. Tämän jälkeen näytteeseen lisättiin 1 x tilavuus fenolia ja sekoitettiin faasit 
keskenään, minkä jälkeen näytettä sentrifugoitiin 15 000 x g 7 min. Supernatanttiin 
lisättiin sentrifugoinnin jälkeen 1 x tilavuus kloroformia ja näytettä sentrifugoitiin 15 
000 x g 2 min. Vesifaasi siirrettiin uuteen putkeen ja näytteeseen lisättiin 1x tilavuus 
isopropanolia ja näyte sentrifugoitiin 14 000 x g 4 °C 10 min. Supernatantti kaadettiin 
pois ja DNA-pelletti liuotettiin TE-puskuriin (10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8.0). 
Eristetty DNA käsiteltiin vielä RNaasi-entsyymillä (Promega BioSciences, LLC, CA, 
USA) 20 μg/μl loppupitoisuudessa 30 min 37 °C. DNA puhdistettiin käsittelyn jälkeen 
RNaasista fenoloinnin avulla edellä kuvatulla tavalla. DNA saostettiin 1 x tilavuudella 
isopropanolia ja sentrifugoitiin 10 000 x g 10 minuuttia. DNA-pelletti pestiin 
jääkylmällä 70 % etanolilla ja sentrifugoitiin 10 000 x g 10 minuuttia 4 °C. Etanoli 
poistettiin tarkasti näytteestä. Muodostunut pelletti kuivattiin ja liuotettiin 200 μl TE-
puskuria.  
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3.5 Templaatti-DNA:n laadun varmistus 16S rRNA-geenin PCR-
menetelmällä  
 
DNA:n eristyksen onnistuminen ja saanto tarkistettiin agaroosigeelin lisäksi myös 
Nanodrop1000-laitteella (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, USA ). DNA:n 
saannon puhtaus arvioitiin 260/280 nm aallonpituuksien suhteesta (~1,8 puhtaalle 
DNA:lle ja ~2,0 RNA:lle) (Thermo Fisher Scientific 2008). Kunkin näytteen kohdalla 
arvioitiin visuaalisesti DNA:n eristämisen onnistumista absorbanssin spektrin 
perusteella.  
 Anabaena 1TU33s10 –kannan DNA-saantoja E.Z.N.A SP Plant Mini–
kitillä (Omega Bio-tek, Inc) ja fenoli-kloroformiuutolla vertailtiin perinteisellä PCR-
menetelmällä syanobakteereille suunnitelluilla universaaleilla 16S rRNA-geenin 
alukkeilla (Nübel ym. 1997). Eristettyä DNA:ta käytettiin templaattina ja positiivisena 
kontrollinäytteenä käytettiin aiemmin fenoli-kloroformiuutolla eristettyä Anabaena 90 –
syanobakteerikannan DNA:ta. Negatiivisena kontrollinäytteenä käytettiin Milli-Q-vettä. 
Jokaisesta näytteestä tehtiin kaksi rinnakkaista PCR-reaktiota. PCR-reaktiossa käytettiin 
Finnzymes DyNazyme™ II PCR kittiä (F-551S, Finnzymes, Thermo Fisher Scientific 
Inc.). PCR-reaktio koostui kitin puskurista, 0,25 mM dNTP-seoksesta ja 2 U/µl 
entsyymistä ja 0,5 µM F- ja R-alukkeista sekä 1µl DNA-templaatista. Reaktiotilavuus 
vakioitiin vedellä 20 µl:ksi. PCR-ajon lämpötilaohjelma koostui seuraavista vaiheista: 
1) Alkudenaturaatio 95 °C 5 min, 2) 94 °C 1 min, 3) annealing eli alukkeiden 
liittymisvaihe 55 °C 1 min, 4) elongaatio eli pidentymisvaihe 72 °C 1 min. Vaiheet 2–4 
toistettiin PCR-ohjelmassa 30 kertaa ja loppuelongaatio 72 °C 10 min suoritettiin MJ 
Research PPTC -200 (Bio-Rad Laboratories, USA) PCR-laitteella. PCR-ohjelman 
lopussa näytteet jäähdytettiin + 4 °C.   
 16S rRNA-geenin PCR monistumisen onnistuminen ja PCR-tuotteen koko 
tarkastettiin agaroosigeelielektroforeesilla 1,5 % geelillä (Agarose, Molecular Grade, 
BioLine, Lontoo, Englanti). Geeli valmistettiin 0,5 x TAE- puskuriin (Bio-Rad, 
Hercules, CA, USA), joka sisälsi 0,05 µg/µl etidiumbromidia (BioRad, Hercules, CA, 
USA). Kokostandardin (F-303 SD, 100 ng/ μl, λDNA Hind III + ΦX174 DNA Hae III, 
Finnzymes, Thermo Fisher Scientific Inc.) avulla määritettiin PCR-tuotteiden koot. 
PCR-tuotteita ajettiin geelielektroforeesilla 35 min 100 voltin jännitteellä. Geeli 
kuvattiin UV-valossa (Universal Hood II, Bio-Rad Laboratories, USA) ja kuva 
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tallennettiin Bio-Radin Quantity One®-kuvantamisohjelmalla (Bio-Rad Laboratories, 
USA). 
 
3.6 RNA:n eristäminen 
 
RNA:n eristämisessä käytettiin RiboPure-kittiä (Ambion, Life Technologies, California, 
USA) valmistajan ohjeen mukaisesti. RNA-eristystä varten otettiin jokaisesta näytteestä 
kaksi teknistä 10 ml rinnakkaisnäytettä, joita sentrifugoitiin 8000 x g 5 min. 
Supernatantti kaadettiin pois ja solut siirrettiin jäille ja resuspensoitiin 700 µl:aan kitin 
fenolia sisältävää RNA-wiz-liuosta. Resuspensoitu solunäyte siirrettiin MatrixE-putkiin 
(Mp Biomedicals Santa Ana, USA). Solut hajotettiin FastPrep-laitteella (FastPrep ™ 
FPI20, Bio101, Thermo Savant, Qbiogene, Inc.) nopeudella 5 m/s 40s. FastPrep-
käsittely toistettiin kaksi kertaa solujen hajotuksen tehostamiseksi. Käsittelyjen välillä 
näytteitä säilytettiin jäillä 5 minuuttia.     
 
3.6.1 DNaasi-käsittely  
 
Eristetyt RNA-näytteet käsiteltiin RNaasi-vapaalla DNaasi-entsyymillä RQ1 – 
reaktiopuskurissa (Promega, Madison, WI, USA) 0,1 U μl-1 DNaasi-pitoisuudessa 30 
min 37 °C DNA-jäämien poistamiseksi (Hirvonen 2008). Deoksiribonukleaasi eli 
DNaasi-entsyymi on endonukleaasi ja pilkkoo yksi- ja kaksijuosteisen DNA:n 
fosforiesterisidoksia 3´-OH oligonukleotideiksi (Promega, Madison, WI, USA). 
DNaasi-entsyymi poistettiin näytteestä inkuboinnin jälkeen fenoli-kloroformiuutolla 
Phase lock Gel™- putkissa (5prime GmbH, Hampuri, Saksa). Geelin päältä oli helppo 
poistaa RNA:n sisältävä vesikerros sentrifugoinnin jälkeen. Näytteen RNA saostettiin 
lisäämällä näytteisiin 2,5 x tilavuus jääkylmää 96 % etanolia ja 0,1 x tilavuus 3 M 
natriumasetaattia (pH 5.2, Sigma- Aldrich, St. Louis, MO, USA). Näytteitä inkuboitiin 
RNA:n saostamiseksi 2 tuntia -80 °C. Saostamisen jälkeen näyte sentrifugoitiin 30 min 
16 000 x g 4 °C, jonka jälkeen supernatantti poistettiin. RNA-pelletti pestiin 1 ml:lla 
jääkylmää 70 % etanolia ja näyte sentrifugoitiin 16 000 x g 4 °C. Pesty RNA-pelletti 
kuivattiin Heto Maxi Dry -vakuumisentrifuugissa (Heto-Holten A/S, Allerød, Tanska) 
(Hirvonen 2008). DNaasi-käsittely toistettiin kaikille näytteille kahdesti. Puhdistettu 
RNA liuotettiin 25 μl DEPC-käsiteltyä vettä (Dietyylipyrokarbonaatti, Fluka, Sigma-
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Aldrich, Steinheim, Itävalta). RNA-näytteiden pitoisuus määritettiin Nanodrop1000-
laitteella (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, Delaware USA) kuten kappaleessa 3.5 
on kerrottu.  
 
3.6.2 DNaasi-käsittelyn onnistumisen testaus 
 
DNaasi-käsittelyiden onnistumista ja tehokkuutta määritettiin qPCR:llä käyttäen 
templaattina eristettyä RNA:ta. RNA:sta tehtiin 1:100 laimennos ja alukkeina käytettiin 
avaK-geenille suunniteltuja alukkeita. DNaasi-käsittelyn todettiin onnistuneen, jos 
avaK-qPCR:llä ei syntynyt amplifikaatiota eli qPCR-ajossa ei muodostunut kyseisestä 
geenistä monistettua tuotetta. qPCR-menetelmä (kuvattu kappaleessa 3.9) valittiin 
DNaasi-käsittelyjen onnistumisen testaukseen sen herkkyyden takia verrattuna 
perinteiseen PCR-menetelmään. 
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3.6.3 RNA-laadunvarmistus Bioanalyzer-analysaattorilla 
 
Eri-ikäisistä ja eri kertoina eristetyn RNA:n laatua määritettiin Bioanalyzer-
analysaattorilla (Agilent 2100 Bioanalyzer, Agilent Technologies Inc., Santa Clara, 
USA) Agilent RNA 6000 Nano-kitillä (Agilent Technologies Inc.). Näytteet valittiin 
satunnaisesti ja määritykset tehtiin kitin ja laitteen ohjeiden mukaisesti. RNA:n laatu 
määritettiin yhteensä 21 RNA-näytteestä. Hyvälaatuinen kokonais-RNA antoi 
tulokseksi spektrin, josta voitiin erottaa kaksi piikkiä, jotka kuvasivat näytteen 23S ja 
16S rRNA:n määrää. Ribosomaalisen RNA:n lisäksi spektristä voitiin arvioida 
visuaalisesti perusfluoresenssitasosta poikkeavaa ribosomaalisten piikkien alla olevan 
kummun kokoa (Kuva 9), joka vastasi näytteen mRNA-määrää (Kuva 10). Bioanalyzer 
analyysillä määritettiin myös suuntaa antava RIN-arvo RNA:n laadulle, mutta tarkkaa 
arvoa ei pystytty määrittämään syanobakteereilla yleisesti esiintyvän ylimääräisen 
RNA-piikin vuoksi.  
 
 
 
 
 
 
Kuva 9. Syanobakteereille tyypillinen ylimääräinen RNA piikki Bioanalyzerin 
spektrissä. 23S rRNA:ta kuvaavan piikin jälkeen (> 4000 nt) syanobakteereilla 
tyypillisesti esiintyvä ylimääräinen RNA piikki on osoitettu nuolella.  
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3.7 Käänteiskopioreaktio 
 
Käänteiskopioreaktiossa käytettiin Supercript® VILO™ Reverse 
Transcriptase-kittiä (Invitrogen Corporation, Carlsbad, California, USA). 
Käänteiskopioreaktioon käytettiin 100 ng eristettyä RNA:ta. RNA-templaattiin lisättiin 
4 µl 5x VILO ™ reaktioseosta ja 2 µl SuperScript® entsyymiseosta. Tilavuus vakioitiin 
RNA-vapaalla vedellä 20 µl:ksi. Käänteiskopio suoritettiin MJ Research PPTC 200 -
PCR-laitteella (Bio-Rad Laboratories, USA) kitin ohjelman mukaisesti: 25 °C 10 min, 
42 °C 60 min, 85 °C 5 min. Kitin käänteiskopioinnin lineaarisuusalueen yläraja oli 2,5 
µg kokonais-RNA:ta.  
 Käänteiskopioreaktion onnistuminen testattiin qPCR:llä kunkin geenin 
kohdalla geeniekspressiota analysoitaessa. Onnistuneen käänteiskopioreaktion 
tuloksena muodostui qPCR:llä PCR-tuotetta.  
 
3.8 Alukkeiden suunnittelu  
 
Anabaena 1TU33s10 –kannalle suunniteltiin spesifiset alukkeet, jotta akineettien 
erilaistumiseen liittyvää geeniekspressiota pystyttiin seuraamaan qRT-PCR-
menetelmällä. Alukesuunnittelussa hyödynnettiin Anabaena 1TU33S10 –kannan 
valmiina olevaa koko genomisekvenssiä (julkaisematon). Spesifiset alukeparit 
suunniteltiin yhteensä kuudelle geenille: kolmelle referenssigeenille (gyrA, gyrB ja 
Kuva 10. mRNA:n määrää kuvaava Bioanalyzerin spektri. mRNA:n määrää 
kuvaava kumpu (osoitettu nuolella), josta on erotettavissa ribosomaalisen RNA:n 
piikit (Kuschel & Ausserer 2000).   
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secA) ja kolmelle kohdegeenille (avaK, hepA ja hap). Geenien sekvenssit etsittiin aluksi 
GenBank sekvenssipankin (National Center for Biotechnology Information, Bethesda 
MD, USA) annotoiduista koko genomisekvensseistä. Tämän jälkeen haetut 
kohdegeenisekvenssit rinnastettiin Anabaena 1TU33s10 –kannan annotoimattoman 
sekvenssin kanssa BLAST-ohjelman avulla Unix-käyttöjärjestelmässä (CSC- Tieteen 
tietotekniikan keskus). Anabaena 1TU33s10 –kannan geenialueita verrattiin 
sekvenssipankin eri syanobakteerien vastaaviin geenisekvensseihin käyttäen hyväksi 
sekvenssien vertailuohjelmia, Artemis 13.2.0 (Sanger Institute) ja BioEdit (BioEdit 
Sequence Alingnment Editor 7.1.3). 
 Alukesuunnittelussa käytettiin hyväksi Primer3 -ohjelmaa (Primer3 v. 
0.4.0). Ohjelmaan syötettiin alukkeiden optimipituudet, guaniini-sytosiini (GC)-
pitoisuudet ja haluttu liittymis- eli annealing-lämpötila. GC-pitoisuudeksi asetettiin 45 - 
50 % ja annealing-lämpötilaksi asetettiin 55 - 60 °C lämpötilahaarukka. Vastakkaiset 
alukkeet pyrittiin suunnittelemaan niin, etteivät ne pariutuisi PCR-menetelmässä 
toistensa kanssa. Alukkeiden monistamien PCR-tuotteiden kooksi säädettiin 150 - 250 
emäsparia. Taulukossa 1 on esitetty alukkeiden sekvenssit ja ominaisuudet. Suunnitellut 
alukkeet tilattiin Oligomer Oy:stä (Oligomer Oy, Helsinki, Suomi). 
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Kohdegeeni: Alukepari Sekvenssi 
’5 – 3’ 
PCR-
tuotteen 
pituus 
(bp) 
Annealing 
° C 
GC % 
avaK: 
1TU33S10_avaKf1 
1TU33S10_avaKR2 
 
GGC TTC AAT GGT TTC GTG AT 
AAA TGC GGG GGA GGC AGT TA 
 
 
160 
 
 
55.3 
53.2 
 
 
45.0 
45.0 
hepA: 
1TU33S10_hepAf1 
1TU33S10_hepAR2 
 
TAG TGG GCA TGG TGA AAA CA 
GCC GTC ATT TCA CCT TGT TT 
 
195 
 
59.4 
55.3 
 
 
55.0 
45.0 
 
hap: 
1TU33s10 hapf2 
1TU33s10 hapr2 
 
TGT TTC CCG GTT CAA TTA TCA 
TCA TCA AAT TCC CCA GGA AG 
 
202 
 
54.0 
55.3 
 
38.10 
45.0 
gyrA: 
gyrA_1TU F1 
gyrA_1TU R2 
 
 
CTC ACC AAA GGC GGT AAC AT 
AAT GGC CAT ACC TTG ACG AG 
 
 
168 
 
57.3 
57.3 
 
50.0 
50.0 
 
gyrB: 
gyrB_1TUF1 
gyrB_1TUR2 
 
TTA ACC CCA AGC ATC AGG AG 
TGT CAC CGT CAC AGA ACC AT 
 
218 
 
57.3 
57.3 
 
50.0 
50.0 
secA: 
secA_1TUF1 
secA_1TUR2 
 
CGC ATT GTC AGA CCA GAA GA 
TGT TAA TTA AAT GGG GAA AA 
 
153 
 
57.3 
53.2 
 
50.0 
40.0 
Taulukko 1.  Anabaena 1TU33s10  –kannalle suunniteltujen alukkeiden sekvenssit ja 
ominaisuudet.  
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3.9 qRT-PCR-menetelmän optimointi 
 
3.9.1 Alukekonsentraatioiden ja templaattimäärän optimointi 
 
qRT-PCR-menetelmää varten optimoitiin aluke- ja templaattikonsentraatiot sekä PCR-
monistumisen lineaarinen alue eri alukkeille. Monistuminen qPCR:ssä optimoitiin niin, 
että se oli tehokasta ja cycle treshold- eli Ct-arvot pysyivät mahdollisimman pieninä. 
Suuret Ct-arvot olisivat tarkoittaneet, että näytteessä olisi ollut pieni määrä templaattia 
ja tämän määrän kvantitointi olisi ollut epävarmaa. 
qRT-PCR-menetelmää varten käytettävien alukkeiden konsentraatiot 
optimoitiiin niin, että mahdollisimman pienillä alukemäärillä saatiin tuotettua 
mahdollisimman paljon kullakin alukeparilla monistuvaa oikean kokoista PCR-tuotetta. 
Testatut alukekonsentraatiot olivat 0,1, 0,2, 0,3 ja 0,4 µM kumpaakin aluketta 25 ul 
PCR-reaktiotilavuudessa. Templaattina alukekonsentraatioita määritettäessä käytettiin 
Anabaena 1TU33s10 –kannan DNA:ta. 26.5 ng/µl DNA:sta tehtiin laimennossarja: 10-2, 
10
-3
,
 
10
-4 
ja 10
-5
. qPCR-reaktiossa käytettiin SYBRGreen-fluoresenssiväriin perustuvaa 
menetelmää ja iTaq™ SYBR®Green Supermix With ROX- kittiä (Bio-Rad 
Laboratories, USA). Testatut alukekonsentraatiot olivat kitin suosittelemalla alueella 
(0,1-0,5 µM).  
Kitin PCR-reaktioseos sisälsi puskurin, entsyymin, fluorenssivärin ja 
nukleotidien lisäksi myös passiivisen referenssifluoresenssivärin ROX:in. PCR-
reaktioseos sisälsi 1 μl F- ja 1 μl R-alukkeita (0,4 μM), 12,5 μl iTaq SYBRGreen seosta, 
5,5 μl MQ-vettä ja 5 μl templaattia.  Ajo suoritettiin AB7300 qPCR-analysaattorilla 
(Applied Biosystems Life Technologies, California, USA), jossa analyysiohjelma (7300 
System Sequence Detection Software, Applied Biosystems Life Technologies, 
California, USA) automaattisesti normalisoi reportterisignaalin (SYBR®Green) 
käytettyyn passiiviseen referenssisignaaliin (ROX) kompensoidakseen signaalien 
vahvuuksien vaihtelua eri analyysien välillä.  
PCR-reaktioseosta pipetoitiin 96-kuoppalevylle 20 μl ja 
templaattilaimennoksia 5 μl kuhunkin kuoppaan. Kussakin ajossa ja levyllä ajettiin 
jokaisesta geenistä standardisuora viidellä eri laimennoksella, kaksi rinnakkaista 
negatiivista kontrollia ja näytteet kullakin geenin alukeparilla kahtena rinnakkaisena 
näytteenä. qPCR-reaktion negatiivisena templaattikontrollina käytettiin vettä. qPCR-ajo 
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koostui kolmesta eri vaiheesta. 1: Alkudenaturaatio 95 °C 3min, 2: denaturaatio 95 °C 
15 s, annealing 58 °C 45 s, 3: 95 °C 15 s, 58 °C 30 s, 95 °C 15 s. Vaihetta kaksi 
toistettiin 40 kertaa. Vaihe kolme (3) oli sulamiskäyräanalyysiä varten. 
Sulamiskäyräanalyysissä lämpötila nousee, jolloin DNA ja cDNA denaturoituivat ja 
sitoutunut SYBR®Green väri irtosi, mikä johti fluorenssin laskemiseen. 
Sulamislämpötila eli PCR-tuotteen denaturaatiolämpötila oli spesifinen kullekin 
tuotteelle ja perustui tuotteen GC-pitoisuuteen. Sulamiskäyräanalyysin avulla pystyttiin 
toteamaan sitoutuivatko alukkeet keskenään, eli syntyikö reaktiossa ”primer-dimereita”. 
Keskenään sitoutuneiden alukkeiden denaturaatio-lämpötila eroaa alukeparin 
monistaman PCR-tuotteen denaturaatiolämpötilasta.   
 
3.9.2 Suhteellinen standardisuoramenetelmä 
 
Jokaisessa qPCR-ajossa ajettiin standardit kaikille tutkittaville geeneille (avaK, hepA, 
hap ja gyrA). Standardit valmistettiin Anabaena 1TU33s10 –kannasta eristetystä 26,5 
ng/µ DNA:sta, josta valmistettiin laimennossarja 10
-2
, 10
-3
, 10
-4
, 10
-5
, 10
-6
 ja 10
-7
. 
Laimennoksia vastaavat geenin kopiomäärät laskettiin kannan genomin koon, massan ja 
geenin kopioluvun avulla. Tutkittujen geenien kopioluvuiksi oletettiin yksi Anabaena 
1TU33s10 –kannan genomissa.  
 Anabaena 1TU33s10 –syanobakteerikannan genomikooksi on arvioitu 
4,95 Mb (julkaisematon). Yksi emäspari painaa 660 g mol
-1
. DNA:n massa genomissa 
saatiin laskettua seuraavan kaavan avulla: 
 
DNA:n koko emäspareina x 1 mol                                        
Avogadron vakio (6,022 x 10
23
) kopiota mol
-1
 x 660 g mol
-1
 
 
 
cDNA templaattimäärät optimoitiin niin, että kunkin geenin kohdalla cDNA-
laimennoksen sisältämä templaattimäärä tuplaantui joka syklillä eli monistui 
lineaarisesti. cDNA:sta tehdyllä laimennossarjalla selvitettiin kunkin geenin lineaarinen 
monistumisalue qRT-PCR:ssä. cDNA:sta valmistettiin 1:1, 1:10, 1:100 ja 1:1000 
laimennokset, jotka analysoitiin qPCR:ssä alukekonsentraatiolla 0,5 µM 20 µl 
reaktiotilavuudessa kappaleessa 3.9. kuvatulla ajo-ohjelmalla.  
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3.9.3 Referenssigeenin valinta 
 
Referenssigeenin valintaa varten Anabaena 1TU33s10 –kannan kasvatuskokeessa I 
analysoitiin sekä secA- että gyrA-geenien ekspressiot yhdessä kolmesta 
rinnakkaisviljelmästä kasvatuskokeen näytteenottosuunnitelman mukaisesti (Liite 1) 
kohdegeenien ekspressiomäärityksien yhteydessä. Geenien ekspressiotasojen muutosten 
suuruutta verrattiin kertaluokkaeroina ensimmäisen aikapisteen ekspressioon ja 
ekspressioeroista laskettiin tilastollinen p-arvo kuvaamaan muutosten merkitsevyyttä ja 
suuruutta.  
 
3.9.4 Suhteellisen geeniekspression määrittäminen 
 
Kohdegeenien, avaK, hepA ja hap, ja refrenssigeenien kopiomäärät laskettiin kunkin 
geenin standardisuoran avulla. Tämän jälkeen kohdegeenin kopiomäärä jaettiin 
referenssigeenin kopiomäärällä, jotta saatiin selville miten kohdegeenin ekspressio oli 
muuttunut suhteessa referenssigeeniin. Geenien kopiomäärät vastasivat kohdegeenin 
ekspressiota, mRNA-määrää, kyseisellä ajanhetkellä. Kasvatuskokeen ajan eri 
näytteenottoajankohtien geenien ekspressiota verrattiin ensimmäisen aikapisteen geenin 
ekspressioon. Tulokset esitettiin kertaluokkaeroina ensimmäisen aikapisteen ja muiden 
aikapisteiden välillä. Kasvatuskokeen aikana ilmeneviä suhteellisia geeniekspression 
eroja tarkasteltiin riippuvien otosten tilastollisen t-testin avulla (Microsoft Excel 2007). 
Kohdegeenien suhteellisia geeniekspressiota verrattiin keskenään ja ekspressioista 
laskettiin geenipareille Pearsonin korrelaatiokertoimet (r), jotka kuvasivat geenien 
ekspressioerojen suhteellista merkitsevyyttä akineettien erilaistumisessa. 
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4 Tulokset 
4.1 DNA:n eristys 
 
Testatulla kahdella eri DNA:n eristysmenetelmällä DNA-saannot poikkesivat toisistaan. 
1,5 ml Anabaena 1TU33s10 –kannan viljelmää (OD750 0,187) otettiin näytteeksi ja 
Omegan E.Z.N.A-kitillä eristyi 4 ng/µl. Puhtautta kuvaavien absorbanssien 260/280nm 
suhde oli 1,6. Fenoli-kloroformiuutolla eristyi samasta määrästä viljelmää 75 ng/µl 
DNA:ta, ja absorbanssien 260/280nm suhde oli 1,7.  Vaikka Omegan E.Z.N.A-kitillä 
saatiin DNA-saantoa nostettua solumateriaalia lisäämällä, käytettiin jatkossa fenoli-
kloroformiuuttolla eristettyä puhtaampaa ja parempilaatuista DNA:ta qPCR-
standardilaimennoksissa ja aluketestauksissa.  
 
4.2 RNA:n eristys ja RNA:n laatu  
 
RNA eristettiin Ambionin Ribopure-kitillä. RNA-näytteet käsiteltiin kaksi kertaa 
DNaasi-entsyymillä genomisen DNA:n poistamiseksi. DNaasikäsittelyn onnistuminen 
testattiin kaikista näytteistä avaK-geenin alukkeilla RNA-templaatin 1:100-
laimennoksella. Onnistuneen eristyksen ja onnistuneiden DNaasi-käsittelyjen 
seurauksena avaK-geenin alukkeilla monistui vain satunnaisesti PCR-tuotetta ja vasta 
myöhäisellä syklillä (Ct > 33). Useimmiten monistumista tapahtui vain toisessa 
kahdesta teknisestä rinnakkaisesta näytteestä. Yhden syklin ero näytteissä vastaa 
näytteen kaksinkertaista kopiomäärää.  Ct-arvot, joilla kohdegeenit alkoivat monistua 
eksponentiaalisesti varsinaisista cDNA-näytteistä, olivat kaikilla geeneillä ainakin yhtä 
sykliä alhaisemmat kuin mitä RNA-templaatilla avaK-geenin alukkeilla saadut Ct-arvot. 
Tyypillisimmilään RNA-templaatista monististuneen tuotteen Ct-arvot olivat 34–35 
syklien välillä, kun taas cDNA:sta monistuneneen tuotteen Ct-arvot 29–30 syklien 
välillä. Tulostentarkastelun kannalta satunnaisella monistumisella myöhäisellä syklillä 
ei katsottu olevan merkitystä. PCR-seokseen kuuluvan SYBRGreen-fluoresenssivärin 
tuottamasta taustafluoresenssista poikkeavaa fluoresenssivärin kasvua ja täten 
eksponentiaalista monistumista ei yleisesti havaittu (Kuva 11).  RNA:n puhdistuksen 
kontaminoivasta DNA:sta voidaan todeta onnistuneen.  
RNA:n saannossa huomattiin eroja niin rinnakkaisten näytteiden välillä 
kuin eri aikoina otettujen näytteiden RNA:iden välillä. Esimerkiksi kahden teknisen 
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rinnakkaisnäytteen RNA-eristysten RNA-saannot olivat 334 ng/µl ja 130 ng/µl. 
Näytteiden spektrit olivat samankaltaiset (Kuva 12). Vain toiselle rinnakkaisnäytteelle 
pystyttiin spektrin perusteella laskemaan RIN-arvo. RNA-näytteiden, joiden RIN-arvot 
pystyttiin laskemaan Bioanalyzerilla, vaihtelivat 5,8 - 7,2 väillä. Monista määrityksistä 
RIN-arvoa ei voitu laskea spektreissä näkyneen ison ylimääräisen ja suuren 
ribosomaalisen piikin takia (Kuva 12).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Kuva 12. Rinnakkaisnäytteistä eristetyn RNA:n laadun tarkastelua. Vasemman spektrin 
omaavan näytteen RNA-pitoisuus oli 334 ng/µl ja RIN-arvo 5,8. Oikean spektrin 
omaavan näytteen RNA-pitoisuus oli 130 ng/µ ja tämän näytteen RIN-arvoa ei saatu 
laskettua häiritsevän ison ylimääräisen RNA-piikin vuoksi.  
Kuva 11. DNaasi-käsittelyn onnistumisen testaus avaK-qPCR:llä. Kuvassa näkyvät 
SYBRGreen-signaalin muutokset suhteessa qPCR-ajo-ohjelman sykleihin. Näytteiden 
fluoresenssisignaali ei kuvassa kasva eksponentiaalisesti, eikä monistumista siis nähdä.  
 
 
fluoresenssisignaali ei ajon kuluessa kasva eksponentiaalisesti, mikä tarkoittaa että 
RNA-templaatista ei monistunut PCR-tuotetta.  
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Bioanalyzerilla analysoiduissa satunnaisesti valituissa RNA-näytteissä ei huomattu 
eristystavasta tai muusta näytteenkäsittelystä johtuvaa RNA:n hajoamisongelmaa (Kuva 
13 A) ja näytteet todettiin hyvälaatuisiksi ja sopiviksi RT- reaktioon ja qPCR-
määrityksiin. Koesuunnitelman mukaisesti toteutetuista viidestätoista RNA:n 
eristyskerrasta yksi kuitenkin epäonnistui. Kasvatuskokeen II 42. päivän RNA-
eristyksen näytteissä RNA oli hajonnutta ja sopimatonta käänteiskopioreaktioon (Kuva 
13 B).  
 
 
 
 
  
Kuva 13. RNA:n laatua kuvaavat Bioanalyzerin spektrit. A spektrissä nähdään 
kasvatuskokeen II onnistuneen RNA-eristyksen RNA:n hyvää laatua kuvaavat piikit: 
25 nt RNA-kokostandardi, ~ 500 nt ja ~ 1600 nt ja ~2300 nt:n kohdalla piikit 
kuvaavat ribosomaalista 5S, 16S ja 23S RNA:ta. B spektrissä nähdään, että 
kasvatuskokeen II 42. päivän RNA-eristyksen näytteissä RNA oli hajonnut.  
B A 
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4.3 Optimoitu qRT-PCR-menetelmä 
 
qRT-PCR-menetelmä haluttiin optimoida akineettien erilaistumiseen liittyville geeneille 
ja geeniekspressioerojen määrittämiseen Anabaena 1TU33s10 –kannan eri kasvun 
vaiheissa. Ensimmäiseksi optimoitiin suunniteltujen alukkeiden toiminta qPCR:ssä 
DNA-templaatia hyväksi käyttäen. qPCR:llä nähtiin lineaarista monistumista Anabaena 
1TU33s10 –kannan DNA:sta tehdyllä laimennossarjalla 10-2–10-6, kohdegeenien 
kopiomäärillä 24–24 x 104(kpl. 3.9.2) 0,4 μM alukekonsentraatioilla. Monistumista 
tapahtui matalimmilla sykleillä, kuin mitä muilla testatuilla 
alukekonsentraatiolaimennoksilla. 0,4 μM alukekonsentraatioilla alukedimeerejä ei 
syntynyt ja templaatin monistuminen tapahtui tehokkaasti. Alukekonsentraatioiksi 
kaikille testatuille kohdegeeneille valittiin 0,4 μM konsentraatio.  
 Referenssigeeneille suunnitelluista alukkeista vain secA- ja gyrA-geenin 
alukkeet toimivat 10
-2
 ja 10
-3
 DNA:n laimennoksilla 0,4 μM alukekonsentraatiolla 
tuottaen PCR-tuotetta alhaisimmilla sykleillä kuin muilla testatuilla 
alukekonsentraatioilla. gyrB-referessigeenille suunnitellut alukkeet eivät toimineet 
Anabaena 1TU33s10 –kannan testatuilla templaattilaimennoksilla. gyrB-alukkeilla 
monistuminen 10
-2
 DNA laimennoksella tapahtui myöhäisillä sykleillä (CT-arvo > 32). 
10
-3
, 10
-4
 ja 10
-5
 DNA-laimennoksilla ei monistumista havaittu ollenkaan. Tästä syystä 
gyrB-geenin alukepari jätettiin pois qRT-PCR-menetelmän jatko-optimoinneista. 
 
4.3.1 Referenssigeenin valinta 
 
Referenssigeenin valinnassa optimoitua qRT-PCR mentelmää varten seurattiin secA- ja 
gyrA-geenien ekspression tasoa eri-ikäisissä kasvatuksissa. Geenien ekspressiot 
käyttäytyivät molemmilla geeneillä samansuuntaisesti (Kuva 14) ensimmäiset 5 viikkoa 
(34 vrk), jonka jälkeen secA-geenin ekspressio erosi enemmän secA-geenin ekspression 
keskiarvosta (SD 0,8) kuin mitä gyrA-geeni gyrA-geenin ekspression keskiarvosta (SD 
0,12). Tästä syystä kasvatuskokeiden kohdegeenien ekspressiot määritettiin jatkossa 
gyrA-geeniä vastaan, jonka ekspressiotaso pysyi seitsemän viikon ajan tasaisempana 
kuin secA-geenin ekspressio. 
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4.3.2 Geenien lineaariset monistumisalueet qPCR:ssä 
 
cDNA:sta tehtiin laimennossarja (1:1, 1:10, 1:100 ja 1:1000), joka analysoitiin 
qPCR:ssä kunkin geenin alukeparilla lineaarisen monistumisalueen löytämiseksi. 
qPCR-analyysitulosten perusteella päädyttiin eri geenien mRNA-kopioiden lukumäärää 
määrittämään eri laimennoksilla, koska geeneillä oli erilaiset lineaariset 
monistumisalueet (Kuvat 15 ja 16). gyrA- ja hepA-geenien mRNA-kopiot määritettiin 
jatkossa 1:10 cDNA-laimennoksilla, kun taas avaK- ja hap-geenien mRNA-kopiot 
määritettiin 1:100 cDNA-laimennoksilla.  
Tässä tutkimuksessa standardilaimennoksien (kappale 3.9.2) 
monistumisen välillä oli eroja eri ajojen välillä. Kulmakertoimien, x-akselin 
leikkauspisteiden ja keskihajontaa kuvaavilla tunnusluvut kertovat toistettavasta 
menetelmästä, siitä että vakioitu määrä DNA:ta monistuu samalla tavalla eri ajoissa. 
Taulukossa 2 on esitetty kasvatuskokeissa analysoitujen geenien tarkat standardien 
tunnuslukuarvot. Standardien arvot olivat qPCR-menetelmän tavoitearvojen välissä.  
Kulmakertoimen tavoite arvo oli -3,3 ja korrelaatiokertoimen tavoitearvo oli 1. 
Taulukossa 2 on esitetty menetelmän tunnuslukuja.  
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Kuva 14. secA- ja gyrA-referenssigeenien ekspression suhteellinen muutos 
ensimmäiseen aikapisteeseen verrattuna. Ekspressiot on ilmoitettu geenin ekspression 
suhteellisina muutoksina yhdessä biologisessa rinnakkaisviljelmässä kolmen teknisen 
rinnakkaismäärityksen tuloksena (ka ± SD, n = 3). Vertailukohtana käytettiin 1-
aikapisteen (14 vrk) näytteen ekspressiota. secA-geenin ekspression erot olivat 
suuremmat kuin gyrA-geenin ekspression erot viimeisessä aikapisteessä (49 vrk).  
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 gyrA-ja secA-geenien monistumisen tehokkuus, E-arvo, oli 1,02. avaK- ja 
hepA-geenin E-arvot ovat kumpikin 0,96 ja hap-geenillä E-arvo on 0,98 (Taulukko 2). 
Monistumisen tehokkuutta kuvaava E-arvo voidaan kääntää prosenteiksi kertomalla 
saatu E-arvo 100 %.  gyrA-, secA-, avaK-, hepA- ja hap-geenien qPCR-reaktion 
monistumisen tehokkuudeksi saadaan näin 102 %, 102 %, 96 %, 96 % ja 98 %. 
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Kuva 16. Kohdegeenien lineaarisuusalueet. avaK-geenin kopiot monistuivat lineaarisesti 
kolmessa cDNA-laimennoksessa, 1:10–1:1000, standardin 10-3–10-6 alueella.  hepA-
geenin kopiot monistuivat lineaarisesti kahdessa cDNA-laimennoksessa, 1:10–1:100, 
standardin alueella laimennoksien 10
-3–10-5 välillä ja hap-geenin kopiot kolmessa 
cDNA-laimennoksessa, 1:1–1:100, standardin alueella laimennoksien 10-4–10-6 välillä.  
Kuva 15. gyrA-referenssigeenin lineaarisuusalue. gyrA-geeni monistui lineaarisesti 
kolmessa cDNA-laimennoksessa, 1:10–1:1000, gyrA-geenin standardin 10-2–10-4 
laimennoksien alueella.  
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Geeni Kulmakerroin x-akselin 
leikkauspiste 
Korrelaatiokerro
in (R
2
) 
 Monistumisen 
tehokkuus (E) 
gyrA -3,27 35,60 1,00  1,02 
secA -3,27 35,59 0,99  1,02 
avaK -3,42 37,55 1,00  0,96 
hepA -3,42 35,42 0,97  0,96 
hap -3,37 35,34 1,00  0,98 
 
 
qPCR-menetelmän toteamisrajaksi määritettiin Anabaena 1TU33s10 –kannasta tehdyn 
standardisuoran laimeimman näytteen sisältämä kopiomäärä (kappale 3.9.2) 24 kopiota 
avaK-, secA- ja hap-kohdegeeneille olettaen, että Anabaena 1TU33s10 –kannan 
genomissa on kustakin geenistä vain yksi kopio. hepA-kohdegeenin ja gyrA-
referenssigeenin mRNA-kopioiden toteamisraja oli 244 kopiota.  Menetelmällä 
pystyttiin määrittämään mRNA-kopioita standardin pienimmän laimennoksen 
sisältämään kopiomäärään saakka, gyrA-ja hepA-geeneillä 2442306 kopioon ja muilla 
geeneillä 244230 kopioon. 
 
4.4 Kasvatuskoe I 
4.4.1 Kasvatuskoe I solutiheyden ja solumäärien kasvu 
 
Anabaena 1TU33s10 –kannan kasvua ja solumäärää seurattiin optisen tiheyden (OD750-
arvo) ja solujen kammiolaskennan avulla. OD750-arvo kasvoi koko kasvatuskokeen ajan. 
Merkittävä kasvu solumäärässä tapahtuu 42. päivän ja 49. päivän välissä (Kuva 17).  
Solutiheyden kasvusta laskettiin kasvukertoimen avulla kasvukäyrä (kappale 3.2), joka 
kuvaa solujen määrässä tapahtuvia suhteellisia muutoksia kasvatuksen aikana. 
Anabaena 1TU33s10 –kannan kasvu on eksponentiaalista 8. kasvatuspäivään saakka, 
jonka jälkeen viljelmän solutiheys kasvaa, mutta solut eivät jakaudu enää yhtä kiivaasti 
kuin kasvatuksen ensimmäisten 8. päivän aikana (Kuva 18).   
 
Taulukko 2 qPCR- ajojen standardien keskiarvot geeniekspressio-määrityksissä. 
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Laskettaessa soluja mikroskoopin avulla havaittiin, että myös rihman pituuden kasvu 
noudattaa optisen tiheyden kasvua kaikissa kolmessa rinnakkaisviljelmässä (Kuva 18). 
Solutiheyden kasvun ja rihman pituuden välillä oli vahva positiivinen korrelaatio. 
Korrelaatiokerroin solutiheyden ja rihman pituuden välillä oli 0,94. Heterosyyttien 
määrä viljelmissä kasvoi hitaammin kuin rihman määrä ja pituus. Heterosyyttien 
määrässä oli suurta keskihajontaa kolmen biologisen rinnakkaisviljelmän välillä. 
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Kuva 17. Kasvatuskokeen I kolmen biologisen rinnakkaisviljelmän solumäärien 
muutokset 7 viikon seuranta-ajalla (ka ± SD, n = 3).  
Kuva 18. Kasvatuskokeen I kolmen rinnakkaisviljelmän solumäärien suhteellinen 
kasvu (ka ± SD, n = 3). Kasvu on esitetty optisen tiheyden (OD750) kasvuna, rihman 
määränä ja pituutena sekä heterosyyttien määränä. 
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Akineettien määrää ei voitu laskea niiden vähäisen määrän takia.  Vanhenevalle 
Anabaena 1TU33s10 –kannan kasvustolle oli tyypillistä, että rihman pigmentin, 
klorofyllin, määrä oli vähentynyt ja kasvustossa esiintyi kaasuvakuoleja ja 
syanofysiinigranuloita (Kuva 19).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
, 
 
 
 
Kasvatuskokeen I näytteissä esiintyi heterosyyttejä heti kasvatuskokeen alussa (14 vrk) 
(2,9 x 10
4
 solua/ml, SD 2,1 ). Heterosyyttien suhteellinen lukumäärä laski alun 
pitoisuudesta 21. päivään saakka, jonka jälkeen heterosyyttien suhteellinen määrä alkoi 
jälleen kasvaa ja saavutti huippuarvonsa 30. päivän kohdalla (6,4 x 10
4
 solua/ml, SD 
2,4). Heterosyyttien määrä vakiintui matalammalle tasolle 34. päivän kohdalla (2,8 x 
10
4
 solua/ml, SD 1,2) ja pysyi samana kasvatuskokeen loppuun saakka (Kuva 17). 
a. b. 
Kuva 19. Anabaena 1TU33s10 –kannan tyypillistä rihmaa. a) heterosyytti, b) 
kehittyvä akineetti, c) kypsä akineetti, joka ei ole vielä irronnyt rihmasta ja d) 
kaasuvakuoleja ja syanofysiinigranuloita vanhassa kasvustossa. 
c. d. 
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Akineetteja nähtiin yhdessä kolmesta biologisesta rinnakkaisesta viljelmästä kahdella 
peräkkäisellä näytteenottokerralla (30 vrk ja 34 vrk). Akineettien määrä oli niin 
alhainen, että harvat akineetit eivät osuneet yhdellekään satunnaisesti valitulle 
kymmenelle lasketulle kammion ruudukolle.  
 
4.4.2 Kohdegeenien ekspressio  
 
Kaikkien tutkittujen akineettien erilaistumiseen liittyvien geenien, avaK, hepA ja hap, 
cDNA:sta onnistuttiin monistamaan tuotetta optimoidulla qRT-PCR-menetelmällä. Kun 
kokonais-RNA käännettiin komplementaariseksi DNA:ksi, käännettiin samalla mm. 
avaK-, hepA- ja hap-geenien mRNA-kopiot cDNA:ksi. Näiden geenien kopiomäärien 
suhteellista määrää verrattiin RNA-eristysten 1-aikapisteen (21vrk) geenikopioiden 
määriin.  
avaK, hepA ja hap-geenien mRNA-kopiomäärät eli geenien ekspressiot 
normalisoitiin gyrA-referenssigeenin ekspressiota vastaan. Tulokset osoittivat, että 
analysoitujen hap- ja avaK-geenien ekspressioerot eivät ylittäneet biologisten 
rinnakkaisten viljelmien ekspression keskihajontaa (Kuva 20). hepA-geenin 
ekspressiossa nähdään 1,8–1,9-kertaluokan kasvu kasvatuskokeen 27. ja 30. päivän 
kohdalla (Kuva 20).  
Kasvatuskokeessa I akineettien määrää ei saatu laskettua niiden vähäisen 
määrän takia. Akineetteja esiintyi vain yhdessä kolmessa rinnakkaisessa viljelmässä 
(N3 30 vrk ja 34 vrk). Akineettien määrää verrattiin avaK-geenin ekspressioon eri 
aikapisteissä (Kuva 21). avaK-geenin ekspressiossa ei nähty rinnakkaisten viljelmien 
ekspression keskihajonnan ylittäviä muutoksia kasvatuskokeen ajan aikana. Tämän 
jälkeen akineetteja ei enää esiintynyt.  
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Geeniekspression suhteelliset erot analysoitiin tilastollisella riippuvien otosten t-testillä. 
Nollahypoteesi oli: geenin ekspressiossa ei tapahdu muutosta kasvatuskokeen aikana. 
Vastahypoteesi oli: geenin ekspressiossa tapahtuu muutos kasvatuskokeen aikana. 
Tilastollisella tarkastelulla saatiin selville, että hepA-geenin ekspressiossa tapahtuu 
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Kuva 20. Kasvatuskokeen I geenien suhteelliset ekspressioerot eri aikapisteissä (ka 
± SD, n = 3). Keskihajonnat kullakin geenillä kertovat kolmen biologisen 
rinnakkaisen näytteen ekspression eroista. 
Kuva 21. avaK-geenin ekspressoituminen kolmessa rinnakkaisessa viljelmässä. 
Akineettien määrä oli niin alhainen, ettei niiden lukumäärää voitu määrittää.  
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tilastollisesti merkitsevää kasvua kasvatuksen 21. päivän ja 27. päivän välillä (p = 0,01) 
ja 21. päivän ja 49. päivän välillä heterosyyttien määrässä tapahtuu tilastollisesti 
merkitsevä lasku (p=0,02), hepA-geenin ekspression lasku 30. päivän ja 49. päivän 
välillä on myös tilastollisesti merkitsevää (p=0,002).  hap- ja avaK-geeneillä ei 
kasvatuskokeen aikana pystytty osoittamaan tilastollisesti merkitseviä eroja eri 
aikapisteiden geeniekspressiossa. 
Kasvatuskokeen I tulokset jättävät auki kysymyksen oliko hap- ja avaK-
geenien ekspression kohdalla tapahtunut muutos ennen aloitettua näytteenottoa (21 vrk) 
tai kasvatuskokeen jälkeen (49 vrk). Kasvatuskokeen I tuloksien perusteella aloitettiin 
toinen kasvatuskoe, jonka näytteenotto aloitettiin viikkoa (7 vrk) aikaisemmin. 
 
 
4.5 Kasvatuskoe II 
4.5.1 Kasvatuskokeen II solutiheyden ja solumäärien kasvu 
 
Kasvatuskoe II toteutettiin kuten kasvatuskoe I, mutta näytteenotto aloitettiin 7 päivää 
aikaisemmin. Kasvatuskokeessa II viljelmien optinen tiheys, eli solutiheys, kasvoi 
odotetusti samansuuntaisesti absoluuttisen solumäärän, rihman määrän ja rihman 
pituuden kanssa (Kuva 22). kuten kasvatuskokeessa I (Kuva 17). Kasvatuskokeessa II 
rihman pituuden ja rihman määrän kasvulla oli vahva positiivinen korrelaatio 
solutiheyden kasvun kanssa. Korrelaatiokerroin rihman pituuden ja solutiheyden välillä 
oli 0,82 ja rihman määrän ja solutiheyden välillä 0.81. Rihman määrän ja solutiheyden 
välinen korrelaatio oli alhaisempi, kuin kasvatuskokeessa I saatu rihman määrän ja 
solutiheyden kasvun korrelaatio (r = 0,95).  
Kasvatuskokeessa II heterosyyttien määrä oli korkeimmillaan 
kasvatuskokeen alussa 21. ja 24. päivän kohdalla (9,0–8,5 x 104 solua/ml, SD 1,5–2,3), 
minkä jälkeen heterosyyttien suhteellinen määrä väheni kasvatuskokeen loppuun asti. 
Kasvatuskokeen 42. ja 49. päivien kohdalla heterosyyttien määrä oli alhaisimmillaan 
(3,6–4,3 x 104 solua/ml, SD 1,2–4,4) (Kuva 22).  
Akineetteja alkoi erilaistua kasvatuskokeen 21. päivän kohdalla, ja niitä 
esiintyi 30. päivään saakka. Kahdessa kolmesta biologisesta rinnakkaisesta viljelmästä 
esiintyi kasvatuskokeen aikana akineetteja. Korkeimmillaan akineettien määrä oli 
kasvatuskokeen 21. päivän kohdalla (3,3 x 10
3
 solua/ml, SD 0,6). N1-viljelmässä (1. 
biologinen rinnakkaisviljelmä) esiintyi akineetteja kasvatuskokeen 27. ja 30. päivän 
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kohdalla 4,0–3,3 x 103 solua/ml. N3-viljelmässä akineetteja esiintyi kerran 
kasvatuskokeen aikana, 21. päivä, jolloin niiden pitoisuus oli 1,0 x 10
4
 solua/ml.  
Akineettien määrä oli alhainen verrattuna heterosyyttien määrään näytteissä. Kolmen 
biologisen rinnakkaisviljelmän väliset erot heterosyyttien määrässä olivat suuria (kuva 
22).   
 
 
 
 
4.5.1 Kohdegeenien ekspressiot kasvatuskokeessa II 
 
Kasvatuskokeen II avaK-, hepA- ja hap-geenien ekspression suhteelliset muutokset 
olivat suurempia (Kuva 23), kuin mitä mitattiin kasvatuskokeen I aikana (Kuva 20). 
avaK-geenin ekspressiossa mitattiin kasvua kolmessa rinnakkaisviljelmässä 
kasvatuskokeen aikana, kun taas hap -geenin ekspressio oli tasaista ja hepA-geenin 
ekspressio jopa laski kasvatuskokeen aikana (Kuva 23).    
avaK-geenin ekspressio kasvoi N1- ja N2-rinnakkaisviljelmissä kasvatuskokeen 30. 
päivään saakka viljelmien akineettien määrän kanssa, vaikka notkahtikin 21. päivän 
kohdalla (kuva 24). N1-ja N2-rinnakkaisviljelmissä 30. päivän avaK-geenin ekspressio 
oli 2,0–2,3-kertainen 14.päivän ekspressioon verrattuna. N3-rinnakkaisviljelmän avaK-
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Kuva 22. Kasvatuskokeen II kolmen biologisen rinnakkaisviljelmän solumäärien 
muutokset(ka ± SD, n = 3).   
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geenin ekspressio ei muuttunut merkitsevästi kasvatuskokeen aikana (Kuva 24). avaK-
geenin ekspressioerot eri biologisten rinnakkaisviljelmien välillä erosivat tilastollisesti 
14. päivän ja kasvatuskokeen 30. päivän välillä (p = 0,07) kuin myös 34. päivän avaK-
geenin ekspressio (p = 0,07) 14. päivän avaK-geenin ekspressiosta.  
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Kuva 24. avaK-geenin ekspression suhteellinen muutos biologisissa 
rinnakkaisviljelmissä. avaK-geenin ekspressio on kuvassa esitetty yhdessä 
akineettien määrällisten muutosten kanssa (ka ± SD, n = 3). 
 
Kuva 23. Kasvatuskokeen II kohdegeenien ekspressioerot eri aikapisteissä kolmessa 
rinnakkaisessa viljelmässä (ka ± SD, n = 3). 
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Kuva 25. hepA- geenin ekspression suhteellinen muutos biologisissa 
rinnakkaisviljelmissä hepA-geenin ekspressio on kuvassa esitetty yhdessä 
akineettien ja heterosyyttien määrällisten muutoksien kanssa (ka ± SD, n = 3). 
Kuva 26. hap- geenin ekspression suhteellinen muutos biologisissa 
rinnakkaisviljelmissä. hap-geenin ekspressio on kuvassa esitetty yhdessä 
akineettien määrällisten muutoksien kanssa (ka ± SD, n = 3). 
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Kolmen rinnakkaisviljelmän hepA-geenin suhteellinen ekspressio laski kasvatuksen 14. 
päivästä 24. päivään saakka, jonka jälkeen hepA-geenin ekpressio lähti nousuun (Kuva 
23).  hepA-geenin suhteellinen ekspressio kasvaa N3-rinnakkaisviljelmässä 
samanaikaisesti kun heterosyyttien määrä rihmassa nousee (Kuva 25).  N2- ja N1-
rinnakkaisviljelmissä hepA-geenin suhteellinen ekspressio laskee 14. ja 24. päivän 
välillä ja tasaantuu 27. päivän jälkeen.  
hepA-geenin suhteelliset ekspressioerot eivät olleet tilastollisesti merkittäviä 
kasvatuskokeen 14. päivän ja 49. päivien välillä (p = > 0,1) kolmen rinnakkaise 
viljemän välillä. N3-viljelmässä hepA-geenin ekspressio kasvoi kuitenkin 14. päivän ja 
30. päivän välillä 3,1-kertaiseksi (Kuva 25).  
hap-geenin suhteellisessa ekspressio nousee 1,5-kertaiseksi N3-
viljelmässä 14. ja 27.päivän välillä. hap-geenin ekspressiossa tapahtui tilastollisesti 
merkitsevää kasvua kasvatuskokeen 14. päivän ja 30. päivän välillä (p = 0,009) ja 14. 
päivän ja 34. päivän välillä (p = 0,006), jolloin myös akineettien määrä viljelmissä 
kasvoi (Kuva 26).  
 
4.6 Kohdegeenien ekspression korrelointi  
 
Tässä tutkimuksessa haluttiin selvittää myös valittujen kohdegeenien ekspression 
korrelointia toistensa kanssa kasvatuskokeiden aikana, reagoivatko geenien ekspression 
muutokset samalla tavalla ravinteiden vähenemiseen kasvatusalustalla ja kasvun 
hidastumiseen. Kasvatuskokeen I ja II kohdegeenien ekspression muutoksista voitiin 
laskea lineaarista riippuvuutta kuvaava Pearsonin korrealaatiokerroin (r) suhteellisen 
geeniekspression välille. Korrelaatiokertoimista lasketut tilastollista merkitsevyyttä 
kuvaavat p-arvot ovat korkeita (p = > 0,01), koska vapausasteiden määrä oli alhainen. 
Tässä tutkimuksessa käytettiin kolmea biologista rinnakkaisviljelmää, mikä vastasi 
kahta vapausastetta (n–1). Korkea p-arvo (p = > 0,1) laskee korrelaatiokertoimen 
tilastollista merkitsevyyttä. 
Kasvatuskokeessa I kohdegeenien suhteelliset ekspressiot korreloivat 
heikosti. avaK- ja hap-geenien ja avaK- ja hepA-geenien suhteellisen ekspression välillä 
oli positiivinen korrelaatio (r = 0,64 ja 0,66). hap- ja hepA-geenien suhteellisen 
geeniekspression välillä oli heikko positiivinen korrelaatio (r = 0,34). Kasvatuskokeessa 
I kohdegeenien korrelaatiot eivät ole tilastollisesti merkitseviä suuren p-arvon takia (p = 
61 
 
> 0,29).  Kasvatuskokeessa II kohdegeenien ekspressiossa oli vahva positiivinen 
korrelaatio. avaK- ja hepA-geenin ja hepA- ja hap-geenien ekspression välillä oli vahva 
positiivinen korrelaatio (molempien parien r = 0,73), mutta ne eivät ole tilastollisesti 
merkittäviä, koska p-arvot (p = 0,26 ja p = 0,20) ovat korkeita. avaK- ja hap-geenin 
ekspression välillä on myös vahva positiivinen korrelaatio (r = 0,96) ja tällä 
positiivisella korrelaatiolla oli tilastollisesti hieman merkitsevyyttä (p = 0,08).  
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5 Tulosten tarkastelu  
 
Tässä työssä haluttiin kehittää molekyyligeneettinen seurantamenetelmä Anabaena 
1TU33s10 –kannan akineettien erilaistumisprosessia varten. Geenien ekspression 
seuraamista varten kehitettiin ja optimoitiin qRT-PCR-menetelmä. Kirjallisuuden 
mukaan akineetteja alkaa muodostua hitaasti ja synkronoimattomasti syanobakteerien 
rihmaan, kun ravinteiden puutos alkaa rajoittaa kannan kasvua (Argueta ym. 2006, 
Sukenik ym. 2007, Kaplan-Levy ym. 2010). Synkronoidusta akineettien 
muodostumisesta on raportoitu vain Nostoc punctiforme zwf-mutanttikannalla (Argueta 
& Summers 2005). Akineettien erilaistumisprosessista ei ole tiedossa geeniekspressioon 
perustuvaa tutkimusta, jossa geenien ekspressiota olisi seurattu pitkällä aikavälillä 
mutatoimattomalla syanobakteerikannalla (Argueta & Summers 2005, Kaplan-Levy ym. 
2010). Erilaistumiseen liittyvien, kirjallisuudesta tunnettujen (Argueta ym. 2006, 
Campbell ym. 2007) kolmen geenin, avaK, hepA ja hap, ekspressiota seurattiin 
Anabaena 1TU33s10 –kannan viljelmässä 7 viikon ajan. Tutkimuksessa haluttiin 
selvittää ekspressoituvatko valitut geenit Anabaena 1TU33s10 –kannalla akineettien 
erilaistumisen yhteydessä.  
 
5.1 Kasvatuskokeiden koeasetelmat 
 
Akineettien tuotantoa yritettiin tämän tutkimuksen esikokeissa tehostaa vähentämällä 
valon sinistä aallonpituutta (Thompson ym. 2009), kylmäkäsittelyllä (Cirés & Wörmer 
2013) ja kantaa kasvatettiin alustoilla myös alustoilla, joilta puuttui kasvulle tärkeitä 
ravinteita (K, P, N, Fe) (Kaplan-Levy ym. 2010) ilman merkittävää parannusta 
akineettien erilaistumisessa.  Anabaena 1TU33s10 –kanta tuottaa ei-synkronoidusti ja 
vähän akineetteja eksponentiaalisen kasvun lopussa ja sen jälkeen. Tähän tutkimukseen 
päädyttiin siten valitsemaan kasvatustapa, jolla Anabaena 1TU33s10 –kannan 
akineettien tuotantokyky laboratorio-oloissa on säilynyt jo 10 vuoden ajan. Anabaena 
1TU33s10 –kantaa kasvatettiin tasaisessa valaistuksessa, huoneenlämmössä ja 
tasaisessa ravistelussa 7 viikon ajan. 
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5.2 qRT-PCR-menetelmän pystyttäminen ja menetelmän optimointi 
Anabaena 1TU33s10 –kannan akineettien erilaistumisprosessin 
seuraamiseen 
 
Tässä tutkimuksessa pystytettiin qRT-PCR-menetelmä akineettien erilaistumiseen 
liittyvien geenien, avaK, hepA ja hap, ekpression seuraamiseksi Anabaena 1TU33s10 –
kannalla. Työssä käytettiin SYBRGreen-fluoresenssiväriin pohjautuvaa menetelmää. 
Käytetyt alukkeet suunniteltiin Anabaena 1TU33s10 –kannalle spesifisiksi ja 
monistamaan qPCR:ssä lyhyttä tuotetta, jotta monistuminen tapahtuisi tehokkaasti ja 
tuotteen määrä kaksinkertaistuisi joka syklillä (Schmittgen 2006).  
  qRT-PCR-menetelmän optimoinnissa käytettiin hyväksi aiemmin 
optimoitua RNA:n eristysmenetelmää ja RNA:n cDNA:ksi kääntämista varten hyväksi 
todettua kittiä (RT-kitti) (Hirvonen 2008). RNA-eristyksessä otettiin huomioon RNA:n 
luonnollinen väheneminen ja hajoaminen soluissa pitkän kasvatuskokeen aikana 
nopealla toiminnalla näytteenotossa ja näytteet säilytettiin jäillä työvaiheiden välillä. 
RNA:n laadulla on suuri merkitys mRNA:n geenikopioiden määrityksessä qRT-
PCR:ssä (Bustin ym. 2009). Bioanalyzer-tulosten ja määritetyn RIN-arvon perusteella 
eri-ikäisistä Anabaena 1TU33s10 –kannan soluista eristetyn RNA-laadun todettiin 
sopivan RT-reaktioon ja qRT-PCR-menetelmään. Eristettyjen RNA-näytteiden RIN-
arvo oli qPCR-suositusten mukainen (RIN-arvo > 5,0)(Fleige & Pfaffl 2006). RIN-arvo 
saatiin määritettyä useimmille RNA-näytteille. Niiden näytteiden kohdalla, joissa RNA-
spektrin 23S ribosomaaliseen piikkiin sulautunut ylimääräinen piikki esti RIN-arvon 
määrityksen, spektriä verrattiin silmämääräisesti korkean RIN-arvon näytteen spektriin 
ja RNA:n laatua arvioitiin visuaalisesti. Seitsemän viikkoa (49 vrk) vanhoista Anabaena 
1TU33s10 –kannan soluista saatiin vielä eristettyä hyvälaatuista RNA:ta. Sitä vastoin 
esikokeen yli kolme kuukautta (> 90 vrk) vanhoista Anabaena 1TU33s10 –kannan 
soluista ei saatu eristettyä RNA:ta ollenkaan. Kolme kuukautta vanhassa viljelmässä ei 
ollut enää syanobakteeririhmaa jäljellä, ainoastaan akineetteja. Kasvatuskokeen II 42. 
päivän RNA:n eristyksessä oli tapahtunut jotain, mikä johti kyseisen näytteenottokerran 
RNA:n hajoamiseen. Tästä syystä kasvatuskokeessa II jouduttiin hylkäämään toiseksi 
viimeinen aikapiste (42vrk).  
Suhteellisen standardisuoramenetelmän pystyttäminen SYBRGreen-
fluoresenssiväriin pohjautuen vaati optimoimista alukkeiden konsentraatioiden, 
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templaattimäärien ja eri geenien lineaarisuusalueiden määrittämisessä (Ponchel ym. 
2003). Menetelmä oli työläs toteuttaa, sillä eri aikapisteiden näytteet päädyttiin 
analysoimaan satunnaisessa järjestyksessä systemaattisen analyysivirheen 
minimoimiseksi mistä seurasi, että yhdessä qPCR-ajossa 96-kuoppalevyllä analysoitiin 
eri aikapisteiden näytteiden eri geenien ekspressiot omissa kuopissaan ja geenien 
standardisuorat eli optimaalisesti ajoja olisi kertynyt ilman toistoja seitsemän. 
Vaihtoehtona olisi ollut analysoida kukin geeni omalla 96-kuoppalevyllä eri ajoissa eli 
yhteensä neljällä eri analyysikerralla. Yhdelle kasvatuskokeelle qPCR-ajoja kertyi 
kymmeniä. DNA-laimennoksista tehdyn standardisuoran eri ajojen kynnyssykliarvojen 
vaihtelua mitattiin, standardien eroista laskettiin keskiarvot ja keskihajonnat, ja niitä 
verrattiin menetelmän hyväksymiskriteereihin (Bakker & Timmer 2004). Standardien 
toistettavuus ja menetelmän tehokkuutta kuvaavat parametrit olivat menetelmälle 
ohjeistettujen hyväksymisarvojen sisällä.  
 
5.2.1 Referenssigeenin valinta qRT-PCR-menetelmään 
 
MIQE-ohjeistus kertoo miten qRT-PCR-menetelmän luotettavuutta, tulosten 
läpinäkyvyyttä ja toistettavuutta voidaan parantaa (Bustin ym. 2009). Ohjeistuksessa 
suositellaan mm. yhden referenssigeenin sijasta käyttämään qRT-PCR-mentelmissä 
kolmea tai useampaa referenssigeeniä. Ohjeistusten mukaisesti tässä tutkimuksessa 
optimoitua qRT-PCR-menetelmää varten testattiin kolme kandidaattireferenssigeeniä ja 
päädyttiin optimointien perusteella valitsemaan yksi parhaiten koeasetelmassa toimiva 
referenssigeeni.  
Geeniekspressio-tutkimuksia on aikaisemmin tehty esimerkiksi Nostoc 
punctiforme syanobakteerilla, jolla akineettispesifisia geenejä on seurattu geenien 
transkriptiota varten suunnitellulla fluoresenssivärireportteri-plasmidiin (GFP-plasmidi) 
(pSUN202) perustuvan menetelmän avulla (Argueta ym. 2006). Geenien ekspressiota ei 
ole Arguetan ym.  (2006) tutkimuksessa normalisoitu referenssigeeniä vasten. 
Referenssigeenien valinta akineettien erilaistumisen molekyyligeneettisiin tutkimuksiin 
on haasteellista, sillä akineettien roolin takia niitä alkaa ilmaantua rihmaan vasta kun 
ympäristöolot alkavat rajoittaa rihman kasvua. Menetelmäohjeistuksen mukaisesti 
referenssigeenin ekspression tulisi pysyä vakiona kokeiden ajan, mutta tämä ei ole 
mahdollista viljelmien vanhetessa, kun solujen kasvu- ja jakautumisnopeus hidastuu. 
Syanobakteereille on kirjallisuuden mukaan (Pinto ym. 2012) selvitetty sopivia 
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referenssigeenejä, mutta Pinton ja kollegoiden tutkimuksessa (2012) referenssigeenien 
ekspressiota syanobakteerikasvatuksissa seurattiin vain yhden vuorokauden ajan. Yhden 
vuorokauden mittaisessa koeasetelmassa Pinto ja kollegat (2012) päätyivät 
suosittelemaan syanobakteereille referenssigeeneiksi 16S rRNA, secA- ja rnpB-geenejä.  
Tähän tutkimukseen haluttiin valita referenssigeeni, jonka ekspressio 
pysyisi mahdollisimman vakaana koko seitsemän viikon kasvatuskokeen ajan. 
Tutkimuksen optimointivaiheessa gyrB-, gyrA- ja secA-referenssigeeneille suunniteltuja 
alukkeita testatiin Anabaena 1TU33s10 –kannan DNA:lla. Aluketestauksien perusteella 
päädyttiin määrittämään toimivien secA- ja gyrA-geenien alukepareilla kyseisten 
geenien ekspression muuttumista vanhenevassa viljelmässä.  gyrA-geenin suhteelliset 
ekspressioerot eri aikapisteissä osoittautuivat pienemmiksi, kuin toisen testatun 
referenssikandidaattigeenin, secA:n eri aikapisteiden väliset ekspressioerot. Siten 
optimointien ja testauksien perusteella referenssigeeniksi valittiin gyrA-geeni. gyrA-
geeni vastaa solun DNA:n transkription aloittamisesta avaamalla DNA:n 
kaksoisjuostetta (Sugino ym. 1980). DNA:n kahdentumista tapahtuu aktiivisesti kun 
solut jakautuvat. Näin ollen gyrA-geenin valinta qRT-PCR-menetelmän 
referenssigeeniksi oli sopivaa, sillä 7 viikon kasvatuskokeessa solumäärä ja täten myös 
DNA:n määrä kasvoi kokeen loppuun asti.  
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5.3 Kohdegeenien ekspressiot kasvatuskokeissa  
 
Tilastollisesti merkitsevät erot geeniekspressiossa biologisten rinnakkaisnäytteiden 
välillä eivät vielä kerro solujen biologian merkittävästä muutoksesta. Geenien 
transkriptiossa esiintyviä eroja voidaan tarkastella geenien suhteellisen ekspression 
tilastollisten p-arvojen valossa (Dudoit ym. 2000, Montazeri ym. 2010). Tässä 
tutkimuksessa geeniekspression suhteellista muuttumista mitattiin tilastollisella kahden 
muuttujan t-testillä biologisissa rinnakkaisviljelmissä vertaamalla kunkin aikapisteen 
suhteellista geeniekspressiota 1-aikapisteen ekspressioon (kasvatuskoe I 21vrk ja 
kasvatuskoe II 14 vrk).  
Kasvatuskokeissa I ja II käytettiin samaa alkusolumateriaalin eli ympin 
solumäärää ja kokeet toteutettiin kasvatusolojen ja näytteenoton suhteen samalla tavalla. 
Esikasvatuskokeiden perusteella nähtiin, että akineetit ilmaantuvat rihmaan 
heterosyyttien jälkeen, kuten on myös raportoitu kirjallisuudessa (Adams & Duggan 
1999, Kaplan-Levy ym. 2010).  Kasvatuskokeessa I näytteenotto aloitettiin 
kasvatuskokeen 21. päivä, jolloin heterosyyttejä oli rihmassa jo paljon, mikä johtunee 
typpirajoitteisesta ympäristöstä (Buikema & Haselkorn 2001). Näytteenottoa 
tihennettiin kasvatuskokeiden 21. päivästä eteenpäin niin, että viljelmistä otettiin RNA-
näytteitä joka kolmas päivä aina kasvatuskokeen 34. päivään saakka, jonka jälkeen 
viimeiset näytteet otettiin harvemmin. Kasvatuskokeen I 27. päivän kohdalla nähtiin 
ensimmäiset akineetit yhdessä kolmesta rinnakkaisesta kasvatuksesta. Akineetteja ei 
kuitenkaan esiintynyt tämän jälkeen. Kasvatuskokeessa I akineettien määrää ei voitu 
määrittää käytetyllä solulaskentamenetelmällä, niiden alhaisen esiintymisen takia. 
Kasvatuskokeessa I kolmen biologisen rinnakkaisviljelmän välillä 
kohdegeenien ekspressiossa oli verrattain suuria eroja. Tarkasteltaessa 
rinnakkaisviljelmien keskiarvoja avaK- ja hap-geenien ekspressiot eivät muuttuneet 
tilastollisesti merkitsevästi kasvatuskokeen aikana. avaK-geenin ekspressiossa nähtiin 
kuitenkin 1,11-kertainen kasvu 30. päivän kohdalla ja hap-geenin kohdalla 1,12-
kertainen kasvu kasvatuskokeen 42. päivän kohdalla. Koska akineettien määrässä 
kasvatuskokeen aikana ei tapahtunut laskettavia muutoksia, selittynee hap- ja avaK-
geenien ekspression muutos viljelmän vanhenemisella.  
hepA-geenin ekspressio kasvoi kasvatuskokeen I 21. ja 30. päivän välillä 
1,9-kertaiseksi. Samaan aikaan heterosyyttien keskimääräinen määrä kasvoi 2,9 x 10
4
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heterosyytistä 4,6 x 10
4
 heterosyyttiin millilitrassa viljelmää. hepA-geenin tehtävä on 
akineettien ja heterosyyttien ylimääräisen solukuoren muodostuksessa. Koska 
akineettien määrässä ei tapahtunut hepA-geenin ekspression kasvun aikana mitattavia 
muutoksia, liittynee hepA-geenin ekspressio suoraan heterosyyttien lisääntyneeseen 
määrään viljelmissä. Heterosyyttien erilaistumiseen tarvittavan hetR-geenin 
ekspressiossa tapahtuu 3–20-kertaluokan kasvu heterosyyttien ilmaantuessa rihmaan 
(Black & Wolk 1993). Heterosyyttien erilaistuessa on oletettavaa, että myös muissa 
heterosyyttien erilaistumiseen liittyvissä geeneissä tapahtuu kasvua.  
Kasvatuskokeessa II näytteenotto aloitettiin kasvatuksen 14. päivä eli 
viikkoa aiemmin kuin kasvatuskokeessa I. Kasvatuskokeen I geeniekspressiotulosten 
perusteella pääteltiin, että geenien ekspression muutokset tapahtuivat joko ennen 
kasvatuskokeen 21. päivää tai 49.päivän jälkeen. Oletus oli, että akineettispesifisiä 
geenejä ekspressoidaan Anabaena 1TU33s10 –kannalla jo ennen kuin akineetteja 
nähdään rihmassa. avaK-geenin ekspressio Nostoc punctiforme –syanobakteerilla 
vegetatiivisissa soluissa oli matala ja ekspressio kasvoi, kun solut ympäristön 
muutoksen seurauksena erilaistuivat akineeteiksi (Argueta & Summers 2005).  
avaK-geenin ekspressiossa ei tapahtunut tilastollisesti merkitsevää 
muutosta kasvatuskokeessa I, mikä johtunee akineettien vähäisestä määrästä viljelmissä. 
Sen sijaa kasvatuskokeessa II avaK-geenin ekspressiossa nähtiin 1,5 - 1,9-kertaluokan 
kasvu, kun akineettien määrä viljelmässä kasvoi < 0,1 x 10
4
 akineetista 0,13 x 10
4
 
akineettiin millilitrassa viljelmää. avaK-geenin ekspression kasvu voidaan selittää 
esitetyllä hypoteesilla, että avaK-geenin ekspressio aktivoituu juuri ennen kuin 
akineetteja pystytään vielä rihmassa näkemään (Argueta & Summers 2005). avaK-
geenin ekspression kasvun merkitystä tukee akineettien samanaiakainen lisääntynyt 
erilaistuminen tässä tutkimuksessa N1- ja N2-biologisissa rinnakkaisviljelmissä.   
avaK-geeniekspression kasvun ennen akineettien kypsymistä ja rihmasta 
irtoamista voidaan olettaa liittyvän akineettien varastomateriaalien säilöntään tai 
erilaistuvan solun ulkomuodossa tapahtuviin fysikaalisiin ja kemiallisiin muutoksiin. 
avaK-geenin transkription nähtiin kasvavan lisätyn energian, fruktoosin myötä 
mutanttikannalla (Argueta & Summers 2005). Arguetan ja Summersin (2005) 
tutkimusten perusteella näyttäisi siltä, että avaK-geenin tehtävä akineettien 
erilaistumisessa liittyy solun hiilimetaboliaan tai hiiliyhdisteiden varastointiin.  
hepA-geenin ekspression 1,4–1,6-kertainen kasvu kasvatuskokeen II 30. ja 
34. päivän kohdalla voidaan olettaa liittyvän suoraan akineettien ja heterosyyttien 
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määrissä tapahtuneeseen kasvuun. Muro-Pastorin ja Hessin (2012) tutkimuksessa 
osoitettiin muiden heterosyyttien erilaistumiseen liittyvien geenien (mm. hetR- ja ntcA) 
ekspressiotasojen reagoivan voimakkaammin kasvuolosuhteiden muutokseen kuin mitä 
tässä tutkimuksessa nähtiin hepA-geenin kohdalla. Esimerkiksi hetR-geenin ekspressio 
reagoi n. 50-kertaluokan kasvulla Nostoc-suvun syanobakteerilla uuden energialähteen, 
fruktoosin, lisäämiseen. Verrattaessa hepA-geenin ekspression 1.6-kertaista kasvua 
Muro-Pastorin ja Hessin (2012) tutkimustuloksiin näyttää siltä, että luonnollisissa 
kasvuolosuhteissa ainakin hepA-geenin ekspressio jää alhaisemmaksi ja suhteelliseksi 
juuri heterosyyttien ja akineettien määrään viljelmässä. Heterosyyttien erilaistumisessa 
tapahtuvat transkriptionaaliset muutokset tapahtuvat vain soluissa, jotka erilaistuvat 
heterosyyteiksi. Näin ollen myös akineettien erilaistumisessa transkription muutokset 
tapahtuvat vain erilaistuvissa soluissa ja jäävät vegetatiivisten solujen 
transkriptiomuutosten alle.  Mikrosirutekniikoilla ja näin ollen myös qRT-PCR-
menetelmällä on kuitenkin mahdollista tunnistaa heterosyytti- ja akineettispesifiset 
transkription muutokset (Muro-Pastor & Hess 2012).  
Akineettispesifisten geenien ekspressiotutkimuksessa (Argueta ym. 2006) 
testattiin akineettispesifisten geenien hap, aet ja aapN ekspressiota vertaamalla zwf-
mutantti N. punctiforme –kantaa ja ei mutatoitua N. punctiforme –kantaa 
geenihybridisaation avulla. zwf-mutantti kannan kaikki vegetatiiviset solut erilaistuivat 
akineeteiksi, kun niiden kasvuoloja muutettiin: valon lähde poistettiin ja energian 
lähteeksi vaihdettiin fruktoosi. 3-4 päivän kuluttua olosuhteiden muutoksesta nähtiin 
avaK-geenin ekspressiossa voimakasta kasvua (Argueta ym. 2006). hap-geenin 
ekspression kasvuksi saatiin 20 % kolme päivää olosuhteiden muutoksen jälkeen 
(Argueta ym. 2006). Tätä tulosta on vaikea verrata nyt tehdyn tutkimuksen hap-geenin 
ekspressiotuloksiin, joissa nähtiin tilastollisesti merkitsevä 1.4-kertainen ekspression 
kasvu (p = < 0,01) seitsemän viikon kasvatuskokeen aikana. Vertaaminen on vaikeaa, 
koska Arguetan ja kollegoiden (2006) tutkimuksen suhteellista hap-geenin ekspressiota 
ei ollut verrattu kokonais-RNA:n määrään (Muro-Pastor & Hess 2012) eikä MIQE-
suositusten (kpl.1.8.4 ja 5.2.1) (Bustin ym. 2009) mukaisesti referenssigeenien 
ekspressioon.  
Syanobakteerien akineettien erilaistuminen on bakteerin säilymisen 
kannalta samanlainen vaste kasvuolojen muutokseen kuin itiöiden muodostuminen 
esim. Bacillus -suvun bakteereilla (Kaplan-Levy ym. 2010). Itiöintiin liittyvien geenien 
säätelyn on tutkittu olevan alaspäin säädeltyä kun taas itämisen liittyvien geenien 
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ylöspäin säädeltyä. Geenien säätelyerot näyttäisivät liittyvän solun energianlähteiden 
käytettävyyteen. Itiöinti on solun reaktio ympäristön kasvuarajoittaville tekijöille, kun 
taas itäminen alkaa kun ympäristö olot, kuten ravinnepitoisuus, ovat suotuisat (Vieira & 
Gomes 2010). Akineettien erilaistumiseen liittyvät geenit ovat kuitenkin tasaisesti ylö- 
ja alaspäinsäädeltyjä (Campbell ym. 2007). 
 
5.3.1 avaK-, hepA- ja hap-geenien ekspression korrelointi akineettien erilaistumisen 
kanssa 
 
Kasvatuskokeissa nähtiin geenien ekspressiossa tilastollisia muutoksia, vaikka 
biologisten rinnakkaisviljelmien geeniekspression välillä olikin vaihtelua.  avaK-geenin 
ja hepA-geenin suhteellisen ekspression vahva positiivinen korrelaatio (r = 0,64–0,74) 
selittynee molempien geenien samanaikaisella tarpeella ja merkityksellä akineettien 
erilaistumisprosessissa. avaK-geenin koodaaman proteiinin tehtävää 
erilaistumisprosessissa ei vielä ymmärretä (Argueta & Summers 2005,  Kaplan-Levy 
ym. 2010), mutta hepA-geenin tuoteen tiedetään liittyvän akineettien ja heterosyyttien 
solun ulkopuolisen polysakkaridiseinän muodostamiseen (Zhou & Wolk 2002). avaK-
geenin ja hepA-geenin ekspression vahva positiivinen korrelaatio selittyy mahdollisesti 
AvaK-proteiinin toiminnan liittymisellä akineettien soluseinän synteesiin yhdessä hepA-
geenin koodaaman proteiinin kanssa tai AvaK-proteiinin osallistumisesta solun 
hiiliyhdisteiden varastoimiseen soluseinän synteesin yhteydessä. Polysakkaridiseinän 
muodostuminen on ensimmäisiä heterosyyttien erilaistumisessa tapahtuvia morfologisia 
muutoksia (Kumar ym. 2010), jonka jälkeen typensidonta aktivoituu (Kumar ym. 2010).  
hap-geenin osallistuminen akineettien ja hormogonien erilaistumiseen 
mm. Nostoc punctiforme syanobakteerilla (Argueta ym. 2006) selittää, miksi mm. 
heterosyyttien erilaistumiseen liittyvän hepA-geenin ja hap-geenin ekspression välinen 
korrelaatio oli alhaisempi kuin mitä akineettispesifisten avaK-ja hap-geenien 
ekspression korrelointi.  hap- ja avaK-geenien samansuuntaiset ekspressiomuutokset 
selittyvät suoraan kasvatuskokeessa II akineettien määrän muutoksilla, joihin 
geeniekspressiota verrattiin.  
Samassa operonissa sijaitsevien geenien ekspressiot korreloivat usein 
hyvin keskenään, koska geenit kuuluvat usein saman säätelyjärjestelmän alle, kun taas 
eri operoneissa olevien geenien ekspression korrelaatiot saattavat olla satunnaisia eri 
säätelyjärjestelmien takia. Samassa mRNA-kopiossa olevien geenien korrelointi on 
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hyvin todennäköistä ja suurta, kun taas eri mRNA-kopiossa olevien geenien korrelointi 
on sattumanvaraista (Vijayan ym. 2009). Tähän työhön valitut akineettien 
erilaistumiseen liittyvät akineettispesifiset avaK-, hap-geenit ja akineettien ja 
heterosyyttien erilaistumiseen liittyvä hepA-geeni, eivät sijaitse NCBI:n 
sekvenssitietokannan (National Center for Biotechnology Information, Bethesda MD, 
USA) tarkastelun perusteella N. punctiforme ATCC 29133 -syanobakteerikannalla eikä 
Anabaena 1TU33s10 –kannan genomisekvenssin perusteella samoissa operoneissa. 
Geenien ekspression välisen korrelaatiokertoimien tilastollisen merkittävyyden 
parantamiseksi pitäisi olla enemmän rinnakkaisia viljelmiä, mutta käytännön seikat 
rajoittavat usein rinnakkaisviljelmien määrää.  
 
6 Tulevaisuuden näkymiä 
 
Akineettien erilaistumisen molekyyligeneettisten prosessien tunteminen auttaa 
tulevaisuudessa ymmärtämään akineettien ekologista roolia syanobakteerien 
elinkierrossa ja niiden toimimista siemenpankkina syanobakteerien massakukinnoissa. 
Nykytiedon valossa tunnetaan vain neljä geeniä, jotka liittyvät spesifisesti akineettien 
erilaistumiseen. Heterosyyttien erilaistumiseen tarvitaan n. 1500 geeniä (Haselkorn 
2008), joten akineettien molekyyligeneettisen erilaistumisprosessin tuntemisen voidaan 
sanoa olevan vasta alkutekijöissään.  Akineettien erilaistumisen säätelyprosessien 
avaaminen sigmafaktoreiden avulla on kuitenkin jo työn alla (Summers 2012). 
Anabaena 1TU33s10 –kannan kokogenomisekvenssi valmistuu lähitulevaisuudessa 
Helsingin yliopiston syanobakteerien tutkimusryhmässä. Kokogenomisekvenssin 
valmistuminen auttaa geenivertailussa kantojen välillä. Anabaena 1TU33s10 –kannalla 
on aloitettu myös proteiinigeelianalyysit uusien akineettien säätelygeenien löytämiseksi. 
Akineetteja on vaikea tunnistaa ja laskea ympäristön sedimenttinäytteistä. 
Rihmallisten akineetteja tuottavien syanobakteerien kausivaihtelu- ja 
elinkiertotutkimukset perustetaan vesi- ja sedimenttinäytteille (Olli ym. 2005, 
Suikkanen ym. 2010). Molekyyligeneettisen menetelmän kehittämistä kukintojen tilan 
seuraamiseen tarvitaan.  Akineettien erilaistuminen ja tässä työssä tutkitut avaK- ja hap-
geenien ekspressiossa tapahtuvat muutokset voisivat toimia rihmallisten 
syanobakteerikukintojen tilaa kuvaavana indikaattorina ympäristönäytteitä tutkittaessa. 
Seuraavaksi tässä tutkimuksessa kehitettyä molekyyligeneettistä menetelmää tulisi 
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testata luonnon vesinäytteille.  Menetelmän optimoiminen ympäristönäytteiden 
seurantaa varten tulee vaatimaan myös universaalien alukkeiden suunnittelua avaK- ja 
hap-geeneille. Tulevaisuudessa koetin-pohjainen multiplex-qPCR-menetelmä voisi 
toimia paremmin useiden näytteiden analysoinnissa kuin tässä työssä optimoitu 
SYBRGreen-pohjainen qPCR-menetelmä, koska reagenssikulut ja pipetoimiseen kuluva 
aika vähentyisivät.  Kehitetyn herkän ja toimivan menetelmän avulla voidaan 
tulevaisuudessa saada lisää tietoa akineettien erilaistumisesta myös uusien 
akineettispesifisten geenien ekspression kautta.  
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LIITE 1: Koeasetelma ja näytteenottosuunnitelma 
3 biologista rinnakkaisviljelmää kussakin kasvatuskokeessa: 300 ml Z8 + 10 ml 
Anabaena 1TU33s10 –kantaa (OD750 0.19).  
Näytemäärät: 
RNA eristys: 20ml/näyte, OD750-mittaus ja mikroskopointikerta: 1.5ml/näyte  
Näytteenottosuunnitelma Kasvatuskokeelle I 
1. 0 vrk (0 vko)  Mikroskopointi ja OD-mittaukset ennen siirrostusta  
 Siirrostus! 30.7 
2. 14 vrk(2 vko) OD-mittaukset, solulaskut 8.8. 
3. 21 vrk(3 vko)  OD -mittaukset, solulaskut, RNA eristys ja            
  qPCR 21.8 
4. 24 vrk  OD-mittaukset, solulaskut, RNA eristys ja            
  qPCR 24.8 
5. 27 vrk (4 vko)  OD-mittaukset, solulaskut, RNA eristys ja            
  qPCR 27.8 
6. 30 vrk OD-mittaukset, solulaskut, RNA eristys ja            
  qPCR 30.8 
7. 34 vrk (5 vko) OD-mittaukset, solulaskut, RNA eristys ja 
  qPCR 3.9 
8. 42 vrk (6 vko) OD-mittaukset, solulaskut, RNA eristys ja qPCR 11.9 
9. 49 vrk (7 vko) OD-mittaukset, solulaskut, RNA eristys ja qPCR 18.9 
Näytteenottosuunnitelma Kasvatuskokeelle II 
1. 0 vrk (0 vko)  Mikroskopointi ja OD mittaukset ennen siirrostusta  
 Siirrostus! 24.8 
2. 14 vrk (2 vko)  OD -mittaukset, solulaskut, RNA eristys ja            
  qPCR 7.9 
3. 21 vrk (3 vko) OD -mittaukset, solulaskut, RNA eristys ja            
  qPCR 14.9 
4. 24 vrk  OD-mittaukset, solulaskut, RNA eristys ja            
  qPCR 17.9 
5. 27 vrk  (4 vko)  OD-mittaukset, solulaskut, RNA eristys ja            
  qPCR 20.9 
6. 30 vrk  OD-mittaukset, solulaskut, RNA eristys ja            
  qPCR 23.9 
7. 34 vrk (5 vko) OD-mittaukset, solulaskut, RNA eristys ja 
   qPCR 27.9 
8. 42 vrk (6 vko) OD-mittaukset, solulaskut, RNA eristys ja qPCR 5.10 
9. 49 vrk  (7 vko) OD-mittaukset, solulaskut, RNA eristys ja qPCR 12.10 
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LIITE 2: Kasvatusalustat 
(Kótai J. 1972. Instructions for Preparation of Modified Nutrient Solution Z8 for Algae.) 
 
Z8I 
NaNO3  46.7 g  
Ca(NO3)2x4H2O 5.9 g 
MgSO4x7H2O 2.5 g 
H2O   1 l 
 
Z8II 
K2HPO4 x 3H2O 4.1 g 
Na2CO3  2.1 g 
H2O   1 l 
 
Z8III 
Fe-liuos: 
FeCl3 x 6H2O 2.8 g 
0.1  100 ml 
 
EDTA-liuos 
EDTA  3.9 g 
0.1 N NaOH  100 ml 
Sekoita 10 ml Fe-liuosta 900 ml:aan di-ionisoitua MQ-vettä ja lissä 9.5 ml EDTA-liuosta.  
 
Hivenaineliuos: 
1. Na2WO4x2H2O  0.330 g/100 mL 
2. (NH4)6Mo7O24•4H2O 0.880 g/100 mL 
3. KBr   1.20 g/100 mL 
4. KJ   4. 0.83 g/100 mL 
5. ZnSO4x7H2O  2.87 g/100 mL 
6. Cd(NO3)2x4H2O  1.55 g/100 mL 
7. Co(NO3)2x6H2O  1.46 g/100 mL 
8. CuSO4x5H2O  1.25 g/100 mL 
9. NiSO4(NH4)2SO4x6H2O 1.98 g/100 mL 
10. Cr(NO3)3x9H2O  0.410 g/100 mL 
11. V2O5   0.0890 g/1000 mL 
12. Al(SO4)3K2SO4x24H2O 4.740 g/1000 mL 
13. H3BO3  31.0 g 
14.  MnSO4•H2O   22.3 g 
15. Tislattua MQ-vettä 1 l 
 
Hivenaineliuos valmistetaan sekoittamalla 1ml liuoksia 1–10 ja 12 sekä 10 ml liuoksia 11 ja 13 n. t00 
ml:aan MQ-vettä.  
 
Z8-,Z8-K- ja Z8-P- tai Z8-Fe-alusta 
10 ml Z8 I  
10 ml Z8II tai Z8-K tai Z8II-P-liuosta 
10 ml Z8III  
1 ml hivenaineliuosta  
 
Liuokset sekoitetaan 500 ml kuplitettua MQ-vettä ja täytetään 1 l:aan MQ-vedellä.  
